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本公开提供了与HER2结合的嵌合抗原受体

(CAR)和包括编码所述CAR的核苷酸序列的核酸

以及与HER2结合的条件活性生物(CAB)CAR。本公

开提供了被基因修饰以产生所述CAR的细胞、包

括这些经基因修饰的细胞的递送悬浮液以及用

于制备此类细胞的方法。本公开的所述CAR可以

在同样被提供的各种方法中使用，所述方法包含

用于在某些条件下激活免疫细胞的方法以及用

于执行如CAR疗法等过继性细胞疗法的方法，所

述CAR疗法例如针对癌症的CAR疗法。
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1.一种编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和

HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；

所述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO∶137)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：133)；

并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3的

三个CDR，其中：

所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；

所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4的组合不是分别为R、R、A和H。

2.一种用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和

HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；

所述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：133)；

并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3的

三个CDR，其中：

所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；

所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4的组合不是分别为R、R、A和H。

3.一种递送悬浮液，其包括悬浮在递送溶液中的由经基因修饰的T细胞和/或NK细胞构

成的群体，其中所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞包括编码用于结合HER2的嵌合抗原受

体(CAR)的核酸，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和
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HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；

所述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：133)；

并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3的

三个CDR，其中：

所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；

所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4的组合不是分别为R、R、A和H。

4.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所述

的递送悬浮液，其中X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、D和H；分别是R、R、A和D；分别是R、

R、A和E；分别是K、R、A和H；或分别是R、E、A和H，其中所述重链可变区和所述轻链可变区由长

度介于5个氨基酸与50个氨基酸之间的连接子分开，并且其中所述重链可变区的序列与SEQ 

ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少90％相

同。

5.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所述

的递送悬浮液，其中X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、D和H；分别是R、R、A和D；或分别是

R、R、A和E，其中所述重链可变区和所述轻链可变区由长度介于5个氨基酸与50个氨基酸之

间的连接子分开，其中所述重链可变区的序列与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所

述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少90％相同。

6.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所述

的递送悬浮液，其中X1、X2、X3和X4的所述组合分别是K、R、A和H；或分别是R、E、A和H，其中所

述重链可变区和所述轻链可变区由长度介于5个氨基酸与50个氨基酸之间的连接子分开，

其中所述重链可变区的序列与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述轻链可变区的

序列与SEQ  ID  NO：122至少90％相同。

7.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所述

的递送悬浮液，其中所述CAR是相比在pH为7.4时，在pH为6.7时抗HER2  CAR活性增加的条件

活性CAR。

8.根据权利要求7所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区的序列

与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少

90％相同。

9.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所述

的递送悬浮液，其中所述重链可变区的序列与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述

轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少90％相同。

10.根据权利要求9所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区(HCVR)

包括HCVR框架区，所述HCVR框架区具有与由SEQ  ID  NO：119的残基1‑25、残基36‑49、残基

67‑98和残基110‑120形成的HCVR框架区至少90％相同的序列，并且所述轻链可变区(LCVR)
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包括LCVR框架区，所述LCVR框架区具有与由SEQ  ID  NO：122的残基1‑23、残基35‑49、残基

57‑88和残基98‑107形成的LCVR框架区至少90％相同的序列。

11.根据权利要求10所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区

(HCVR)框架区包括SEQ  ID  NO：119的残基1‑25、残基36‑49、残基67‑98和残基110‑120，并且

其中所述轻链可变区(LCVR)包括SEQ  ID  NO：122的残基1‑23、残基35‑49、残基57‑88和残基

98‑107。

12.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所

述的递送悬浮液，其中相比在pH为7.4时，具有所述ASTR的重链和轻链的抗体或其片段在pH

为6.7时表现出与HER2的结合增加。

13.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述ASTR与包括SEQ  ID  NO：119的抗体重链可变区和SEQ 

ID  NO：122的抗体轻链可变区的抗体或单链可变抗体片段结合于HER2的相同表位。

14.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述ASTR是选自以下的抗体：单链抗体、Fab片段、Fab′片

段、(Fab′)2片段、Fv片段和二价单链抗体或双功能抗体。

15.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述ASTR是包括重链可变区和轻链可变区的单链可变片

段。

16.根据权利要求15所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中重链和轻链

由连接子分开，并且其中所述连接子的长度介于5个氨基酸与50个氨基酸之间。

17.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述重链可变区和所述轻链可变区由连接子分开，并且其

中所述连接子包括SEQ  ID  NO：1、63‑71、144、152或249之一。

18.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中重链位于轻链的N端，并且其中所述重链可变区的序列与

SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少90％

相同。

19.根据权利要求4所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或根据权利要求4所述的递送悬

浮液，其中重链位于轻链的N端。

20.根据权利要求5所述的分离的核酸、根据权利要求5所述的嵌合抗原受体或递送悬

浮液，其中重链位于轻链的N端。

21.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中轻链位于重链的N端。

22.根据权利要求4所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中轻链位于重

链的N端。

23.根据权利要求5所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中轻链位于重

链的N端。

24.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述嵌合抗原受体进一步包括茎结构域和共刺激结构域，
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并且其中所述嵌合抗原受体从氨基端到羧基端包括所述ASTR、所述茎结构域、所述跨膜结

构域、所述共刺激结构域和所述细胞内激活结构域。

25.根据权利要求24所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中所述细胞内

激活结构域是CD3Z激活结构域，并且其中所述共刺激结构域是ICΔ共刺激结构域、CD28共

刺激结构域、CD137共刺激结构域，或者包括ICΔ共刺激结构域和CD137共刺激结构域两者

或CD28共刺激结构域和CD137共刺激结构域两者。

26.根据权利要求24所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中所述茎结构

域是CD8茎结构域或CD28茎结构域，其中所述跨膜结构域是CD8跨膜结构域或CD28跨膜结构

域，其中所述细胞内激活结构域是CD3Z激活结构域，并且其中所述共刺激结构域是CD137共

刺激结构域、CD28共刺激结构域或ICΔ共刺激结构域。

27.根据权利要求26所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中所述共刺激

结构域是CD137共刺激结构域。

28.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的嵌合抗原受体或根据权

利要求3所述的递送悬浮液，其中所述CAR进一步包括识别结构域。

29.根据权利要求28所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中所述识别结

构域由监管机构批准的抗体识别。

30.根据权利要求28所述的分离的核酸、嵌合抗原受体或递送悬浮液，其中所述识别结

构域是EGFR的至少20个连续氨基酸。

31.根据权利要求7所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述抗HER2  CAR活性是

在与HER2表达性靶细胞一起温育时对T细胞的激活。

32.根据权利要求31所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述对T细胞的激活是

通过分析T细胞对T细胞激活生物标志物的表达增加、T细胞进行的细胞因子产生、T细胞的

增殖和T细胞进行的靶细胞杀伤中的一种或多种来确定的，其中所述CAR活性是在体外测定

中测量的，其中HER2表达性靶细胞的来源和用根据权利要求1所述的分离的核酸或编码根

据权利要求6所述的CAR的分离的核酸转导的被测CAR‑T细胞在测定培养基中一起温育，持

续有效执行所述测定的时间。

33.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所

述的递送悬浮液，其中：

X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、D和H，重链可变区肽由核酸序列SEQ  ID  NO：145编

码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：149编码；

X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、A和D，重链可变区肽由核酸序列SEQ  ID  NO：145编

码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：150编码；或者

X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、A和E，重链可变区肽由核酸序列SEQ  ID  NO：145编

码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：151编码。

34.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所

述的递送悬浮液，其中：

X1、X2、X3和X4的所述组合分别是K、R、A和H，所述轻链可变区由SEQ  ID  NO：148编码，并且

所述重链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：146编码；或者

X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、E、A和H，所述轻链可变区由SEQ  ID  NO：148编码，并且
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所述重链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：147编码。

35.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所

述的递送悬浮液，其中所述ASTR是SEQ  ID  NO：157‑236中的任一个。

36.根据权利要求1所述的分离的核酸、根据权利要求2所述的CAR或根据权利要求3所

述的递送悬浮液，其中所述ASTR是SEQ  ID  NO：157‑178中的任一个。

37.一种分离的重组T细胞或NK细胞，其包括基因组，所述基因组包括与在T细胞和/或

NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列，其中所述一个或多个核

酸序列包括根据权利要求1所述的分离的核酸。

38.根据权利要求37所述的分离的重组T细胞或NK细胞或根据权利要求3所述的递送悬

浮液，其中所述CAR与所述启动子可操作地连接，并且编码所述CAR的核酸序列进一步编码

识别结构域，其中编码所述识别结构域的核酸通过核糖体跳跃序列与编码所述CAR的核酸

分开。

39.一种表达载体，其包括根据权利要求1所述的分离的核酸以及在T细胞和/或NK细胞

中具有活性的启动子，所述启动子与编码所述CAR的核酸序列可操作地连接。

40.根据权利要求39所述的表达载体，其中所述表达载体是无复制能力的逆转录病毒

颗粒。

41.根据权利要求40所述的表达载体，其中所述表达载体是慢病毒载体。

42.一种无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于治疗患有HER2+癌症的人的试

剂盒中的用途，其中所述试剂盒的用途包括：向患有所述HER2+癌症的所述人施用一定剂量

的包括根据权利要求1或58所述的核酸的T细胞和/或NK细胞或一到四个容器的根据权利要

求3或60所述的递送悬浮液。

43.一种治疗患有HER2+癌症的人的方法，所述方法包括向患有所述HER2+癌症的所述

人施用有效剂量的包括根据权利要求1或58所述的核酸的T细胞和/或NK细胞或一到四个容

器的根据权利要求3或60所述的递送悬浮液。

44.一种无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于在患有HER2+癌症的人中产生

由经基因修饰的T细胞构成的持久群体的试剂盒中的用途，其中所述试剂盒的用途包括：向

患有所述HER2+癌症的所述人施用包括根据权利要求1或58所述的核酸的T细胞和/或NK细

胞或一到四个容器的根据权利要求3或60所述的递送悬浮液，其中由经基因修饰的T细胞构

成的所述持久群体在施用之后在所述人中持续存在至少21天。

45.一种在患有HER2+癌症的人中产生由经基因修饰的T细胞构成的持久群体的方法，

所述方法包括向患有所述HER2+癌症的所述人施用包括根据权利要求1或58所述的核酸的T

细胞和/或NK细胞或一到四个容器的根据权利要求3或60所述的递送悬浮液，

其中由经基因修饰的T细胞构成的所述持久群体在施用之后在所述人中持续存在至少

21天。

46.根据权利要求42或权利要求44所述的用途或根据权利要求43或权利要求45所述的

方法，其中所述HER2+癌症是乳腺癌、胃癌、食道癌、卵巢癌、子宫内膜癌、肺癌或膀胱尿路上

皮癌。

47.根据权利要求42或权利要求44所述的用途或根据权利要求43或权利要求45所述的

方法，其中所述人接受了先前的曲妥珠单抗(trastuzumab)疗法。
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48.根据权利要求42或权利要求44所述的用途或根据权利要求43或权利要求45所述的

方法，其中所述剂量有效减小所述人的HER2+肿瘤的大小。

49.根据权利要求42或权利要求44所述的用途或根据权利要求43或权利要求45所述的

方法，其中介于1×104个细胞/kg与1×109个细胞/kg之间的所述经基因修饰的T细胞和/或

NK细胞施用于所述人，并且其中所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞是自体细胞。

50.一种用于制备可条件激活的T细胞或NK细胞的方法，其中所述方法包括用表达载体

基因修饰所述T细胞或NK细胞，所述表达载体包括与根据权利要求1所述的分离的核酸可操

作地连接的启动子。

51.一种用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法，其中所述方法包括：

a)富集外周血单核细胞(PBMC)，以从分离的血液中分离包括T细胞和/或NK细胞的

PBMC；

b)在有效条件下用无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导激活的T细胞和/或NK细胞，

由此产生经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，其中所述无复制能力的重组逆转录病毒颗粒各

自包括逆转录病毒基因组，所述逆转录病毒基因组包括与在T细胞和/或NK细胞中具有活性

的启动子操作性地连接的一个或多个核酸序列，其中所述一个或多个核酸序列包括根据权

利要求1所述的分离的核酸；以及

c)任选地使所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞扩增，

由此制备所述可条件激活的T细胞和/或NK细胞。

52.根据权利要求51所述的方法，其中所述方法进一步包括采集所述经基因修饰的T细

胞和/或NK细胞。

53.根据权利要求52所述的方法，其进一步包括向哺乳动物受试者施用所采集的经基

因修饰的T细胞和/或NK细胞。

54.一种由经修饰的T细胞构成的群体，其通过根据权利要求51所述的方法产生。

55.根据权利要求3所述的递送悬浮液，其中所述递送溶液是5ml到100ml的冷冻保存的

输注溶液。

56.根据权利要求55所述的递送溶液，其中所述递送悬浮液容纳在输注袋内部。

57.根据权利要求55或权利要求56所述的递送悬浮液，其包括悬浮在冷冻保存的递送

溶液中的介于1×104个与1×1010个之间的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞。

58.一种编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和

HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；

并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三个CDR，所述CDR具有序列

LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：
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所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID  NO：142)；

所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7是R或E，X8是A或

E，X9是A或D，并且X10是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和x10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、

T、R、A、A和H。

59.一种用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和

HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；

并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三个CDR，所述CDR具有序列

LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：

所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID  NO：142)；

所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7是R或E，X8是A或

E，X9是A或D，并且X10是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和X10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、

T、R、A、A和H。

60.一种递送悬浮液，其包括悬浮在递送溶液中的由经基因修饰的T细胞和/或NK细胞

构成的群体，其中所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞包括编码用于结合HER2的嵌合抗原

受体(CAR)的核酸，所述CAR包括：

a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

b)跨膜结构域；以及

c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结构域

之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2和

HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且

所述HCDR3序列是WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；

并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三个CDR，所述CDR具有序列

LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：

所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID  NO：142)；
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所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7是R或E，X8是A或

E，X9是A或D，并且X10是H、D或E；

并且其中所述ASTR中的X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和X10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、

T、R、A、A和H。

61.根据权利要求58所述的分离的核酸、根据权利要求59所述的CAR或根据权利要求60

所述的递送悬浮液，其中X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和X10的所述组合分别是W、R、Y、N、G、T、

R、A、A和H(N028W)；分别是N、K、Y、N、G、T、R、A、A和H(R050K)；分别是N、R、D、N、G、T、R、A、A和H

(Y052D)；分别是N、R、K、N、G、T、R、A、A和H(Y052K)；分别是N、R、Y、A、G、T、R、A、A和H(N055A)；

分别是N、R、Y、N、K、T、R、A、A和H(G056K)；分别是N、R、Y、N、G、D、R、A、A和H(T058D)；分别是N、

R、Y、N、G、T、E、A、A和H(R059E)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、E、A和H(A106E)；分别是N、R、Y、N、G、

T、R、R、D和H(A032D)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和D(H091D)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和

E(H091E)；分别是N、R、K、N、G、T、R、R、D和H(Y052K/A032D)；分别是N、R、Y、N、K、T、R、R、D和H

(G056K/A032D)；分别是N、R、Y、N、G、D、R、D、A和H(T058D/A032D)；或者分别是N、R、Y、N、G、T、

R、E、D和H(A106E/A032D)。

62.根据权利要求58所述的分离的核酸、根据权利要求59所述的CAR或根据权利要求60

所述的递送悬浮液，其中所述CAR是相比在pH为7.4时，在pH为6.7时抗HER2  CAR活性增加的

条件活性CAR。

63.根据权利要求58所述的分离的核酸、根据权利要求59所述的CAR或根据权利要求60

所述的递送悬浮液，其中所述重链可变区的序列与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中

所述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少90％相同。

64.根据权利要求63所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区

(HCVR)包括HCVR框架区，所述HCVR框架区具有与SEQ  ID  NO：119的HCVR框架区至少90％相

同的序列，并且其中轻链可变区(LCVR)包括框架区，所述框架区具有与SEQ  ID  NO：122的

LCVR框架区至少90％相同的序列。

65.根据权利要求64所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区

(HCVR)框架区与SEQ  ID  NO：119的所述HCVR框架区相同，并且其中所述轻链可变区(LCVR)

框架区与SEQ  ID  NO：122的LCVR相同。

66.根据权利要求62所述的分离的核酸、CAR或递送悬浮液，其中所述重链可变区的序

列与SEQ  ID  NO：119至少90％相同，并且其中所述轻链可变区的序列与SEQ  ID  NO：122至少

90％相同。
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用于HER2的嵌合抗原受体和其使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2020年1月23日提交的美国临时申请第62/964,947号的权益。本申

请通过全文引用的方式并入本文中。

[0003] 序列表

[0004] 本申请在此以引用的方式并入有与此同时提交的电子序列表材料。电子序列表中

的材料以2021年1月22日创建的标题为“F1_005_WO_01_Sequence_Listing .txt”的文本

(.txt)文档形式提交，其文件大小是354KB并且以全文引用的方式并入本文中。

[0005] 联合研究协议

[0006] F1  Oncology公司(现被称为埃秀马生物科技公司(Exuma  Biotech  Corp.))和百

奥生物有限责任公司(BioAtla，LLC)是与本文所公开的主题相关的联合研究协议的当事

方。

技术领域

[0007] 本公开涉及嵌合抗原受体和所述嵌合抗原受体在诊断和治疗方法中的用途。

背景技术

[0008] 在基于细胞的过继性免疫疗法中，从患者分离的免疫细胞可以被修饰为表达合成

蛋白，所述合成蛋白使细胞在随后被转移回到患者中之后能够执行新的治疗功能。此类合

成蛋白的实例是嵌合抗原受体(CAR)。目前使用的CAR的实例是胞外识别结构域(例如，抗原

特异性靶向区域或ASTR)、跨膜结构域和一个或多个细胞内信号传导结构域的融合。在抗原

接合时，CAR的细胞内信号传导部分可以在免疫细胞中启动激活相关的应答，如释放溶细胞

分子以诱导肿瘤细胞死亡等。尽管CAR和CAR‑T疗法对某些类型的血癌非常有效，但仍然需

要针对实体瘤的CAR和CAR‑T疗法，迄今为止已证明所述疗法更加难以捉摸。

[0009] 虽然CAR‑T疗法代表了一种用于治疗各种疾病，尤其是血癌的有前景的方法，但

CAR‑T疗法的安全性最近因临床试验期间的不良事件而受到质疑。一种用于减少这些不良

事件的方法是减少ASTR的中靶脱瘤结合。由于被称为瓦博格效应(Warburg  Effect)的癌细

胞代谢改变，肿瘤微环境(TME)比正常生理环境酸性更大。具有条件活性ASTR的CAR仅在某

些条件下与抗原结合(即条件活性生物CAR(CAB  CAR)，如存在于TME中的那些，并且提供减

少中靶脱瘤结合，使得CAR不会在正常生理条件下结合抗原。因此，这些CAR的副作用减少，

并且治疗可以更安全地进行。尽管开发了此类CAB  CAR的某些实例，但仍然需要高效但安全

的CAB  CAR。此外，仍然需要有效和安全的治疗方法，如针对实体瘤的新型CAB  CAR，因为虽

然CAR‑T疗法已被证明对治疗某些血癌非常有效，但开发针对实体瘤的有效CAR‑T疗法已经

更具挑战性。

[0010] 受体酪氨酸激酶(RTK)是通过配体控制的酪氨酸激酶活性调节一系列正常细胞过

程的细胞表面受体家族。在过去的20年中，对RTK的放松管制已被证明在癌症发展和进展中

发挥关键作用。RTK现在被认为是预后分子生物标志物和肿瘤治疗剂的靶标。肿瘤学中的重
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要的RTK是HER2(ERBB2)。HER2受体是在许多组织中表达的1255个氨基酸、185kD跨膜糖蛋白

RTK(Iqbal和Iqbal，《国际细胞与分子生物学评论(Mol  Biol  Int .)》第2014卷，2014：

852748)。HER2过表达发生在许多实体癌中，包含例如乳腺癌、胃癌、食道癌、卵巢癌、子宫内

膜癌、肺癌和膀胱尿路上皮癌(同前)。尽管HER2的几种抗体和小分子抑制剂被批准用于治

疗某些癌症，尤其是转移性乳腺癌，但这些治疗剂通常延长生存期，但不是治愈性的(同

前)。例如，相当一部分用批准的靶向HER2的单克隆抗体治疗的患有HER2+乳腺癌的患者最

终会复发或发展为进行性疾病。因此，仍然需要开发靶向HER2癌症的有效治疗剂。此外，尽

管已经制备了识别HER2的CAR，以尝试提供更有效的抗HER2疗法，但此类CAR会导致安全问

题，并且甚至导致患者死亡，这被认为是由于与正常肺细胞的脱靶结合触发了细胞因子风

暴(Morgan等人，《分子疗法(Mol.Ther.)》2010；18(4)843‑851)。

[0011] 仍然需要一种有效的治疗方法，所述治疗方法利用免疫系统的力量来对抗癌症，

但已经减少或消除了中靶脱瘤以及脱靶效应。尽管针对HER2的单克隆抗体是可商购获得

的，但仍需要包含靶向HER2的抗体片段的CAR，所述抗体片段具有条件活性，仅在某些环境

如癌症微环境中有效靶向表达HER2的细胞。创建此类有条件活性的CAR提出了许多挑战。例

如，必须创建和鉴定抗体片段，不仅当所述抗体片段作为CAR的一部分在T细胞或NK细胞的

表面上表达时结合HER2，而且另外具有识别暴露在癌细胞上的表位的能力。此外，与正常生

理pH值相比，此类CAR理想地以条件活性的方式与其靶标结合，尤其是在肿瘤的酸性pH下。

另外地，当此类候选CAR与其靶标结合时，必须激活表达CAR的T细胞或NK细胞以表达细胞毒

性功能。因此，对含有此类抗体片段的CAR有很多要求，以帮助解决当前CAR‑T方法带来的问

题。此外，由于HER2在许多实体瘤上表达，针对HER2的此类条件活性CAR有望用于使用CAR‑T

疗法治疗实体癌，从而克服当前CAR‑T疗法的主要限制。

发明内容

[0012] 本公开提供了与HER2结合的嵌合抗原受体(CAR)和包括编码所述CAR的核苷酸序

列的核酸以及与HER2结合的条件活性生物(CAB)CAR。本公开提供了经基因修饰以产生所述

CAR的细胞、包括这些含CAB  CAR的细胞(尤其是CAB  CART细胞和NK细胞)群体的递送悬浮液

以及用于制备此类细胞的方法。本公开的所述CAR可以用于也被提供的各种方法，所述方法

包含用于在某些条件如TME的pH下激活免疫细胞的方法，以及用于执行如CAR疗法等过继性

细胞疗法，所述CAR疗法例如针对癌症的CAR疗法。在本文所公开的概念验证实验中，使用表

达本文所提供的此类CAB  CAR的T细胞和/或NK细胞的说明性实例显示，此类CAB  CAR  T细胞

和/或NK细胞是可以克服与中靶脱瘤效应相关的尤其是针对抗HER2  CAR的问题的有效生物

制剂。

[0013] 在本公开全文中提供了本文所提供的各方面和实施例的细节。为了清楚起见，本

发明内容部分不旨在且不应被解释为限制本文所提供的本公开的范围。

附图说明

[0014] 图1A和1B示出了如通过ELISA测量的各种抗体在不同pH值下与人HER2蛋白的结合

活性。条件活性抗体与HER2基准抗体(BM)一起示出。

[0015] 图2示出了荧光素酶杀伤测定中CHO‑S‑HER2靶细胞的裂解百分比。CHO‑S‑HER2细
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胞和CAR‑T效应细胞在低pH和高pH下共培养持续至多6小时。示出了基准CAR、X4‑04和5个

CAB‑CAR的数据，它们各自与X4‑04的不同之处在于包括ASTR的scFv的重链或轻链中的5种

不同的单个氨基酸取代。

[0016] 图3示出了荧光素酶杀伤测定中CHO‑S‑HER2靶细胞的裂解百分比。CHO‑S‑HER2细

胞和CAR‑T效应细胞在低pH和高pH下共培养持续至多6小时。示出了与在每个定向上包括

VH‑1和VL‑3的并通过连接子A(图3A)或连接子B(图3B)连接的CAB  CAR相比，在每个定向上

包括VH‑1和VL‑1的基准CAR的数据。

[0017] 图4示出了如在实时杀伤测定中在30小时内测量的CAR  X4‑03和X4‑16在低pH和高

pH下对CHO‑S‑HER2靶细胞的特异性裂解百分比。

[0018] 图5示出了如通过流式细胞术测量的在低pH和高pH下与MCF7靶标共培养持续1天

之后的CD3+eTAG+CAR‑T细胞上的CD69的MFI的图。

[0019] 图6示出了如通过流式细胞术测量的在低pH和高pH下与MCF7靶标共培养持续1天

之后细胞内IFNγ染色阳性的CD3+eTAG+CAR‑T细胞的百分比的图。

[0020] 图7示出了如通过流式细胞术测量的在低pH和高pH下与MCF7靶标共培养持续5小

时之后是CD107a+的CD3+eTAG+CAR‑T细胞的百分比的图。

[0021] 图8示出了如通过活CD3+门控细胞的流式细胞术测量的在低pH和高pH下与MCF7靶

标共培养持续5天之后的WT1和候选2CAR‑T细胞中的Celltrace  Violet的量的直方图。

[0022] 图9示出了用DPBS、CAB‑CAR细胞或WT  CAR细胞处理后小鼠的平均SK‑OV‑3肿瘤体

积。

[0023] 图10A和10B示出了通过IVIS对小鼠进行体内成像以观察在用CAB‑CAR细胞、WT 

CAR细胞或DPB处理后具有人HER2‑荧光素酶的强制肝脏表达和携带SK‑OV‑3肿瘤的小鼠的

肝脏的生物发光的结果。图10A示出了小鼠的图像。图10B示出了平均总通量。

[0024] 图11示出了用DPBS、曲妥珠单抗(低剂量)、曲妥珠单抗(高剂量)，随后在第42天给

药的CAB‑CAR细胞、CAB‑CAR细胞或WT  CAR细胞处理后小鼠的平均NCI‑87肿瘤体积。

[0025] 定义

[0026] 如本文所用，术语“嵌合抗原受体”或“CAR”或“CAR”是指将抗原特异性移植到细胞

例如T细胞、NK细胞、巨噬细胞和干细胞上的工程化受体。本发明的CAR包含至少一个抗原特

异性靶向区(ASTR)、跨膜结构域(TM)和细胞内激活结构域(IAD)，并且可以包含茎结构域和

一个或多个共刺激结构域(CSD)。在另一个实施例中，CAR是对两种不同抗原或表位具有特

异性的双特异性CAR。在ASTR与靶抗原特异性结合之后，IAD激活细胞内信号传导。例如，IAD

可以利用抗体的抗原结合特性，以非MHC限制性方式将T细胞特异性和反应性重定向到选定

的靶标。非MHC限制性抗原识别使表达CAR的T细胞能够识别独立于抗原处理的抗原，从而绕

开了肿瘤逃逸的主要机制。此外，当在T细胞中表达时，有利地，CAR不会与内源性T细胞受体

(TCR)α和β链发生二聚。

[0027] 如本文所用，术语“组成型T细胞或NK细胞启动子”是指当与编码或指定基因产物

的多核苷酸可操作地连接时，使基因产物在细胞的大部分或所有生理条件下在细胞中产生

的启动子。

[0028] 如本文所用，术语“诱导型启动子”或“可激活启动子”是指当与编码或指定基因产

物的多核苷酸可操作地连接时，使基因产物基本上仅在启动子特异性诱导剂存在于细胞中
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时在细胞中产生的启动子。诱导型启动子没有基础转录活性或具有低水平的基础转录活

性，但在存在诱导信号的情况下转录活性有时会大大增加。

[0029] 如本文所用，术语“微环境”意指组织或身体的与组织的其它区或身体的其它区具

有恒定的或暂时的、物理的或化学的差异的任何部分或区。例如，如本文所用，术语“肿瘤微

环境”(TME)是指肿瘤存在的环境，所述环境是肿瘤内的非细胞区域和正好在肿瘤组织外部

但不属于癌细胞本身的细胞内区室的区域。TME可以指肿瘤环境的任何和所有条件，包含为

恶性过程创建结构和/或功能环境以生存和/或扩大和/或扩散的条件。例如，TME可以包含

条件的改变，如但不限于压力、温度、pH、离子强度、渗透压力、渗透压、氧化应激、一种或多

种溶质浓度、电解质浓度、葡萄糖浓度、透明质酸浓度、乳酸或乳酸盐浓度、白蛋白浓度、腺

苷水平、R‑2‑羟基戊二酸水平、丙酮酸浓度、氧浓度和/或氧化剂、还原剂或辅因子的存在以

及熟练的技术人员将理解的其它条件。就pH而言，认为TME比正常生理pH具有酸性更大的

pH。

[0030] 如本文可互换使用的，术语“多核苷酸”和“核酸”是指任何长度的核苷酸的聚合形

式，核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸。因此，此术语包含但不限于单链、双链或多链DNA或RNA、

基因组DNA、cDNA、DNA‑RNA杂交体或包括嘌呤和嘧啶碱基或其它天然的、经化学或生化修饰

的、非天然的或衍生的核苷酸碱基的聚合物。

[0031] 如本文所用，术语“抗体”包含多克隆抗体和单克隆抗体，包含保留与抗原特异性

结合的完整抗体和抗体片段。抗体片段可以是但不限于片段抗原结合(Fab)片段、Fab′片

段、F(ab′)2片段、Fv片段、Fab′‑SH片段、(Fab′)2Fv片段、Fd片段、重组IgG(rIgG)片段、单链

抗体片段，包含单链可变片段(scFv)、二价scFv、三价scFv和单结构域抗体片段(例如，

sdAb、sdFv、纳米抗体)。所述术语包含基因工程化和/或以其它方式修饰的免疫球蛋白形

式，如胞内抗体、肽体、嵌合抗体、单链抗体、完全人抗体、人源化抗体、包含抗体的抗原特异

性靶向区和非抗体蛋白的融合蛋白以及异缀合抗体、多特异性(例如，双特异性)抗体、双功

能抗体、三功能抗体和四功能抗体、串联双scFv和串联三scFv′。除非另有说明，否则术语

“抗体”应理解为包含其功能抗体片段。所述术语还包含完整或全长抗体，包含任何类别或

亚类的抗体，包含IgG以及其亚类、IgM、IgE、IgA和IgD。

[0032] 如本文所用，术语“抗体片段”包含完整抗体的一部分，例如完整抗体的抗原结合

或可变区。抗体片段的实例包含：Fab片段、Fab′片段、F(ab′)2片段和Fv片段；双功能抗体；

线性抗体(Zapata等人，《蛋白质工程化(Protein  Eng.)》8(10)：1057‑1062(1995))；单链抗

体分子；以及由抗体片段形成的多特异性抗体。木瓜蛋白酶消化抗体产生了：两个相同的抗

原结合片段，被称为“Fab”片段，每个抗原结合片段具有单个抗原结合位点；以及残留的

“Fe”片段，这一名称反映了容易结晶的能力。胃蛋白酶处理得到具有两个抗原组合位点并

且仍然能够交联抗原的F(ab′)2片段。

[0033] 如本文可互换使用的，术语“单链Fv”、“scFv”或“sFv”抗体片段包含抗体的VH结构

域和VL结构域，其中这些结构域存在于单个多肽链中。在一些实施例中，Fv多肽进一步包含

位于VH结构域与VL结构域之间的多肽连接子或间隔子，所述多肽连接子或间隔子使sFv能够

形成用于抗原结合的期望的结构。关于sFv的综述，参见Pluckthun，《单克隆抗体药理学

(The  Pharmacology  of  Monoclonal  Antibodies)》，第113卷，Rosenburg和Moore编，施普

林格出版社(Springer  Verlag)，纽约，第269‑315页(1994)。
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[0034] 如本文所用，“天然存在的”VH结构域和VL结构域是指当在特定条件下以scFv形式

产生时已经从宿主分离而没有进一步进行分子进化来改变其亲和力的VH结构域和VL结构

域。

[0035] 如本文所用，术语“亲和力”是指两种药剂的可逆结合的平衡常数，并且被表示为

解离常数(Kd)。亲和力可以比抗体对无关氨基酸序列的亲和力大至少1倍、大至少2倍、大至

少3倍、大至少4倍、大至少5倍、大至少6倍、大至少7倍、大至少8倍、大至少9倍、大至少10倍、

大至少20倍、大至少30倍、大至少40倍、大至少50倍、大至少60倍、大至少70倍、大至少80倍、

大至少90倍、大至少100倍或大至少1000倍或更多。抗体对靶蛋白的亲和力可以为例如约

100纳摩尔(nM)到约0.1nM、约100nM到约1皮摩尔(pM)或约100nM到约1飞摩尔(fM)或更多。

或如本文所用，术语“亲合力”是指两种或更多种药剂的复合物在稀释之后对解离的抗性。

关于抗体和/或抗原结合片段，术语“免疫反应性”和“优先结合”在本文中可互换使用。

[0036] 如本文所用，术语“结合”是指由于例如共价、静电、疏水和离子和/或氢键相互作

用(包含如盐桥和水桥等相互作用)而产生的两个分子之间的直接缔合。非特异性结合将是

指以小于约10‑7M的亲和力结合，例如以10‑6M、10‑5M、10‑4M等的亲和力结合。

[0037] 如本文所用，提及“细胞表面表达系统”或“细胞表面展示系统”是指蛋白质或其部

分在细胞的表面上的展示或表达。通常，产生的细胞表达与细胞表面蛋白融合的所关注蛋

白质。例如，蛋白质表达为具有跨膜结构域的融合蛋白。

[0038] 如本文所用，术语“元件”包含多肽，包含多肽的融合物、多肽的区、多核苷酸和其

功能性突变体或片段。

[0039] 如本文所用，术语“区”是多肽或多核苷酸的任何区段。

[0040] 如本文所用，“结构域”是多肽或多核苷酸的具有功能和/或结构特性的区。

[0041] 如本文所用，术语“茎”或“茎结构域”是指为侧接多肽区提供结构柔性和间隔的柔

性多肽连接区，并且可以由天然或合成多肽组成。茎可以源自免疫球蛋白(例如，IgG1)的通

常被定义为从人IgG1的Glu216延伸至Pro230的铰链或铰链区(Burton(1985)《分子免疫学

(Molec.Immunol.)》，22：161‑206)。通过将形成重链间二硫键(S‑S)键的第一个半胱氨酸残

基和最后一个半胱氨酸残基放置在相同位置中，可以将其它IgG同型(isotype)的铰链区与

IgG1序列比对。茎可以是天然发生的或非天然发生的，包含但不限于改变的铰链区。茎可以

包含源自任何类别或亚类的抗体的完整铰链区。茎还可以包含源自CD8、CD28或其它受体的

区，所述受体在为侧接区域提供柔性和间隔方面提供类似功能。

[0042] 如本文所用，术语“分离的”意指将材料从其原始环境(例如，如果其天然存在的

话，自然环境)中去除。例如，存在于活动物中的天然存在的多核苷酸或多肽不是分离的，但

是从天然系统中的一些或全部共存材料分离的相同的多核苷酸或多肽是分离的。此类多核

苷酸可以是载体的一部分和/或此类多核苷酸或多肽可以是组合物的一部分，并且仍然是

分离的，因为此类载体或组合物不是其天然环境的一部分。

[0043] 如本文所用，“多肽”是通过肽键连接的单链氨基酸残基。多肽不折叠成固定结构，

也不具有任何翻译后修饰。“蛋白质”是折叠成固定结构的多肽。“多肽”和“蛋白质”在本文

中可互换使用。

[0044] 如本文所用，可以“纯化”多肽以去除多肽自然环境中的污染物组分，例如，干扰多

肽的诊断或治疗用途的物质，如例如酶、激素和其它蛋白质或非蛋白质溶质。多肽可以被纯
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化以达到如通过Lowry方法确定的(1)大于90重量％、大于95重量％或大于98重量％的抗

体，例如大于99重量％，(2)以足以通过使用旋转杯测序仪获得N端的至少15个残基或内部

氨基酸序列，或(3)以使用考马斯蓝或银染色在还原或非还原条件下通过十二烷基硫酸钠‑

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)进行均质化。

[0045] 如本文所用，术语“免疫细胞”通常包含源自骨髓中产生的造血干细胞(HSC)的白

血细胞(白细胞)。“免疫细胞”包含例如淋巴细胞(T细胞、B细胞、自然杀伤(NK)细胞)和骨髓

源性细胞(嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、单核细胞、巨噬细胞、树突状细

胞)。

[0046] 如本文所用，“T细胞”包含表达CD3的所有类型的免疫细胞，包含T‑辅助细胞(CD4+

细胞)、细胞毒性T细胞(CD8+细胞)、T‑调节细胞(Treg)和γ‑δT细胞。NKT细胞是表达CD3的T

细胞子集，并且通常共表达αβT细胞受体，但也表达通常与NK细胞相关的各种分子标志物

(如NK1.1或CD56)。

[0047] 如本文所用，“细胞毒性细胞”包含CD8+T细胞、自然杀伤(NK)细胞、NK‑T细胞、γδ 

T细胞、CD4+细胞亚群以及嗜中性粒细胞，所述细胞是能够介导细胞毒性应答的细胞。

[0048] 如本文所用，术语“干细胞”通常包含多能或专能干细胞。“干细胞”包含例如胚胎

干细胞(ES)；间质干细胞(MSC)；诱导性多能干细胞(iPS)；以及定型祖细胞(造血干细胞

(HSC)；骨髓源性细胞等)。

[0049] 如本文所用，术语“治疗(treatment、treating)”等是指获得期望药理学和/或生

理学效果。就完全或部分预防疾病或其症状而言，所述效果可以是预防性的，和/或就部分

或完全治愈疾病和/或可归因于疾病的副作用而言可以是治疗性的。如本文所用，“治疗”涵

盖对哺乳动物例如人的疾病的任何治疗，并且包含：(a)预防疾病在可能易患疾病但尚未诊

断患有所述疾病的受试者体内发生；(b)抑制疾病，即，遏制其发展；以及(c)缓解疾病，即，

使疾病消退。

[0050] 如本文可互换使用的，术语“个体”、“受试者”、“宿主”和“患者”是指哺乳动物，包

含但不限于人类、鼠类(例如，大鼠、小鼠)、兔类动物(例如，兔)、非人灵长类动物、犬科动

物、猫科动物、有蹄类动物(例如，马、牛、绵羊、猪、山羊)等。

[0051] 如本文所用，术语“治疗有效量”或“有效量”是指当施用于哺乳动物或其它受试者

以治疗疾病时足以影响疾病的此类治疗的一种药剂的量或两种药剂的组合量。治疗有效量

将根据药剂、疾病及其严重性以及待治疗的受试者的年龄、体重等而变化。

[0052] 如本文所用，术语“进化(evolution或evolving)”是指使用一种或多种诱变方法

产生编码不同多肽的不同多核苷酸，所述不同多核苷酸本身是改进的生物分子和/或有助

于产生另一种改进的生物分子。“生理”或“正常”或“正常生理”条件是如但不限于以下的条

件：压力、温度、pH、离子强度、渗透压力、渗透压、氧化应激、一种或多种溶质浓度、电解质浓

度、葡萄糖浓度、透明质酸浓度、乳酸或乳酸盐浓度、白蛋白浓度、腺苷水平、R‑2‑羟基戊二

酸水平、丙酮酸浓度、氧浓度和/或氧化剂、还原剂或辅因子的存在以及将被视为在施用位

点或作用位点的组织或器官处对受试者是正常范围内的其它条件。

[0053] 如本文所用，“转导细胞”或“稳定转染细胞”是含有整合到细胞的基因组中的外源

性核酸的细胞。如本文所用，“经基因修饰的细胞”是含有外源性核酸的细胞，无论外源性核

酸是否整合到细胞的基因组中，并且无论用于将外源性核酸引入到细胞中的方法。细胞内
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的未整合到细胞的基因组中的外源性核酸在本文中可以被称为“染色体外的”。如本文所

用，“经修饰的细胞”是与在说明性实施例中是无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的重组核

酸载体相关的含有外源性核酸的细胞，或已经被外源性核酸基因修饰的细胞。通常，在包含

无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的组合物和方法中，经修饰的细胞通过细胞的表面上的

蛋白质与无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的表面上的蛋白质之间的相互作用与无复制

能力的重组逆转录病毒颗粒缔合，包含假型化元件和/或T细胞激活元件。在包含将核酸转

染到基于脂质的试剂如脂质体试剂内的组合物和方法中，作为一种重组核酸载体的含有核

酸的基于脂质的试剂在融合或被经修饰的细胞内化之前与经修饰的细胞的脂质双层缔合。

类似地，在包含基于化学的核酸转染如基于聚乙烯亚胺(PEI)或磷酸钙的转染的组合物和

方法中，核酸通常与带正电荷的转染试剂缔合以形成重组核酸载体，所述重组核酸载体在

复合物被经修饰的细胞内化之前与经修饰的细胞的带负电荷的膜缔合。稳定转染或基因修

饰细胞的其它手段或方法包含电穿孔、弹道递送和显微注射。如本文所用，“多肽”可以包含

部分或整个蛋白质分子以及任何翻译后或其它修饰。

[0054] 如本文所用的假型化元件可以包含鉴定和结合靶宿主细胞的包含一种或多种多

肽，通常是糖蛋白的“结合多肽”和一种或多种介导逆转录病毒和靶宿主细胞膜的融合由此

允许逆转录病毒基因组进入到靶宿主细胞中的“融合多肽”。如本文所用，“结合多肽”也可

以被称为“T细胞和/或NK细胞结合多肽”或“靶接合元件”，并且“融合多肽”也可以被称为

“融合元件”。

[0055] “静息”淋巴细胞，如例如静息T细胞，是处于细胞周期的G0阶段的不表达激活标志

物如Ki‑67的淋巴细胞。静息淋巴细胞可以包含从未遇到特异性抗原的原初T细胞和因先前

遇到抗原而改变的记忆T细胞。“静息”淋巴细胞也可以被称为“静态”淋巴细胞。

[0056] 如本文所用，“淋巴细胞清除”涉及减少受试者的淋巴细胞数量的方法，例如通过

施用淋巴细胞清除剂。淋巴细胞清除也可以通过局部或全身分段放射疗法来实现。淋巴细

胞清除剂可以是当施用于哺乳动物时能够减少哺乳动物的功能性淋巴细胞数量的化合物

或组合物。此类药剂的一个实例是一种或多种化学治疗剂。此类药剂和剂量是已知的，并且

可以由治疗医师根据要治疗的受试者来选择。淋巴细胞清除剂的实例包含但不限于氟达拉

滨(fludarabine)、环磷酰胺(cyclophosphamide)、克拉屈滨(cladribine)、地尼白介素

(denileukin  diftitox)、阿仑单抗(alemtizumab)或其组合。

[0057] 如本文所用，“重组逆转录病毒”是指不可复制的或“无复制能力的”逆转录病毒，

除非明确指出它是可复制的逆转录病毒。术语“重组逆转录病毒”和“重组逆转录病毒颗粒”

在本文中可互换使用。此类逆转录病毒/逆转录病毒颗粒可以是任何类型的逆转录病毒颗

粒，包含例如γ逆转录病毒，并且在说明性实施例中，慢病毒。如已知的，此类逆转录病毒颗

粒，例如慢病毒颗粒，通常通过用质粒转染包装细胞在包装细胞中形成，所述质粒包含包装

组分如Gag、Pol和Rev、编码假型化元件的包膜或假型化质粒以及转移、基因组或逆转录病

毒(例如，慢病毒)表达载体，所述表达载体通常是基因或其它所关注编码序列在其上编码

的质粒。因此，逆转录病毒(例如，慢病毒)表达载体包含在转染到细胞中之后促进表达和包

装的序列(例如，5′LTR和3′LTR侧翼，例如psi包装元件和靶异源编码序列)。术语“慢病毒”

和“慢病毒颗粒”在本文中可互换使用。

[0058] 如本文所用，术语“构建体”是指分离的多肽或编码多肽的分离的多核苷酸。技术
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人员将根据上下文理解构建体是指分离的多核苷酸还是分离的多肽。

[0059] 如本文所用，“MOI”是指感染复数比率，其中MOI等于每细胞数量用于感染的病毒

颗粒数量的比率。作为非限制性实例，可以使用FACS和报告基因表达对病毒颗粒数量进行

功能滴定。

[0060] “外周血单核细胞”(PBMC)包含具有圆形细胞核的外周血细胞并且包含淋巴细胞

(例如，T细胞、NK细胞和B细胞)和单核细胞。一些不是PBMC的血细胞类型包含红细胞、血小

板和粒细胞(即，中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞)。

[0061] 应当理解，本公开以及本文所提供的各方面和实施例不限于所公开的特定实例，

因为这样当然可以变化。还应理解的是，本文使用的术语仅是为了公开特定实例和实施例

的目的，而并不旨在是限制性的，因为本公开的范围将仅由所附权利要求书限定。

[0062] 在提供了值范围的情况下，应当理解的是，介于所述范围的上限与下限之间的每

个中间值(到下限的单位的十分之一，除非另外明确说明)以及所述范围中的任何其它所陈

述或中间值均涵盖于本公开内。这些较小范围的上限和下限可以独立地包含在更小的范围

中，并且也涵盖在本发明内，这受制于所陈述的范围中的任何明确排除的限值。在所陈述的

范围包含限值中的一个或两个限值的情况下，排除那些被包含在内的限值中的任一个或两

个限值的范围也包含在本发明内。当对于重叠的范围给出多个低值和多个高值时，所属领

域的技术人员应认识到，所选择的范围将包含小于高值的低值。本说明书中的所有标题均

是为了方便阅读起见且不是限制性的。

[0063] 除非另外定义，否则本文所使用的所有技术术语和科学术语均具有与本发明所属

领域普通技术人员通常所理解的含义相同的含义。虽然类似或等效于本文所描述的那些方

法和材料的任何方法和材料也可以用于本发明的实践或测试，但现在描述优选的方法和材

料。在此提及的所有公开是通过引用结合在此，以结合所引用的这些公开来公开和描述这

些方法和/或材料。

[0064] 必须注意，除非上下文另外明确指示，否则如在本文和所附权利要求中所使用的，

单数形式“一个”、“一种”和“所述”包含复数指代物。因此，例如，提及“嵌合抗原受体”包含

本领域技术人员已知的多个此类嵌合抗原受体和其等效物，等等。另外注意，权利要求可以

撰写为排除任何任选的要素。因此，所述陈述旨在用作前置基础，用于结合权利要求要素的

叙述使用如“单独地”、“仅”等排他性术语或使用“负面”限制。

[0065] 应当理解，为了清楚起见，在单独实施例的背景下描述的本发明的某些特征还可

以以组合形式提供在单个实施例中。相反地，为了简便起见，在单个实施例的背景下描述的

本发明的不同特征也可以单独地或以任何适合的子组合提供。本发明具体涵盖与本发明有

关的实施例的所有组合，并且在本文中公开，就好像每个和每个组合被单独和明确地公开

一样。此外，本发明还具体涵盖了各种实施例及其元件的所有子组合，并且在本文中公开，

就好像每个子组合和每个这种子组合在本文中单独和明确地公开一样。本文所使用的任何

章节标题仅仅是出于组织的目的并且不应被解释为以任何方式限制所描述的主题。

具体实施方式

[0066] 本文所公开的各方面和实施例通过在某些方面提供用于结合HER2的新型嵌合抗

原受体(CAR)来克服当前癌症疗法，并且具体地是靶向HER2的癌症疗法，的中靶脱瘤效应的
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问题。在说明性实施例中，本文所提供的用于结合HER2的CAR是用于产生本文所提供的CAB 

CAR‑T细胞和NK细胞的在肿瘤环境中具有活性但在正常生理组织/器官中活性较低或不具

有活性的条件活性生物CAR(即，抗HER2  CAB  CAR)。此类CAB  CAR，并且尤其是表达此类CAB 

CAR的T细胞和NK细胞，以及本文所提供的包含此类CAB  CAR  T细胞和NK细胞的递送悬浮液，

有望用于疗法，并用于制造治疗剂，尤其是用于治疗实体瘤，尤其是表达HER2和/或归类为

HER2+肿瘤的实体瘤。在本文所公开的概念验证实验中显示，使用表达此类CAB  CAR的此类T

细胞和/或NK细胞，与正常生理pH相比，本文所提供的示例性CAB  CAR  T细胞和/或NK细胞可

以更有效地杀死在较低pH(例如，TME的pH)下表达HER2的靶细胞。此外，本文在此类概念验

证实验中显示，本文所提供的表达抗HER2  CAB  CAR的CAR‑T细胞的说明性实例可以在体内

小鼠模型中杀死表达HER2的肿瘤细胞，而保留在TME外表达HER2的细胞。

[0067] 除了结合HER2的CAR的各个实施例之外，本文所提供的核酸实施例包含编码本文

所提供的任何CAR或编码可以用于此类CAR的抗原特异性靶向区(ASTR)的核苷酸序列。此

外，用于表达此类CAR的表达载体，如用于表达所述CAR中的任何CAR的病毒构建体和逆转录

病毒颗粒。本公开的CAR可以用于多种方法，所述方法也与用编码本公开的CAR的表达载体

如重组病毒载体感染T细胞和其它细胞毒性细胞的方法一起提供。

[0068] 条件活性生物抗HER2  CAR(抗HER2  CAB‑CAR)

[0069] 本公开提供了嵌合抗原受体，为简单起见，所述嵌合抗原受体在本文中被称为

“CAR”。在说明性实施例中，本公开的CAR是与HER2结合的多肽，并且在进一步说明性实施例

中，CAR以条件活性方式与HER2结合。本文所提供的说明性抗HER2  CAR通常包含与HER2结合

的抗原特异性靶向区(ASTR)，所述HER2与其它CAR结构域连接，并且在说明性实施例中，与

其它CAR结构域共价连接。这些其它CAR结构域通常包含将抗HER2  ASTR连接到跨膜结构域

的茎结构域，所述跨膜结构域连接到细胞内信号传导结构域。这些其它CAR结构域可以进一

步包含一个或多个调节结构域以及本领域已知的任何CAR结构域，其中一些在本文中明确

提供。ASTR通常包含分开的重链可变区和轻链可变区，在说明性实施例中，所述重链可变区

和轻链可变区位于由连接子分开的相同多肽链上。

[0070] 一方面，本文提供了一种CAR，其包含：a)与pH为7.4相比，在pH为6.7时，表现出与

HER2的结合增加的至少一个条件活性抗原特异性靶向区(ASTR)；b)跨膜结构域；以及c)细

胞内激活结构域。在说明性实施例中，CAR的抗原特异性靶向区是抗HER2抗体的条件活性

scFv部分。此外，在说明性实施例中，与正常生理环境相比，ASTR在肿瘤环境中表现出活性

增加。

[0071] 本公开的CAR在说明性实施例中是条件活性的。这种特性通常是CAR的抗HER2ASTR

结构域的条件活性性质的结果，表现为与正常组织中的生理pH相比，在较低pH下与HER2的

结合增加，在说明性实施例中，相对于pH为7.4，在pH为6.7下结合增加。不受理论限制，本文

所提供的抗HER2  ASTR的这种条件结合可以赋予包含此类条件活性抗HER2  ASTR的CAR条件

抗HER2  CAR活性。在某些实施例中，本文所提供的CAR的条件抗HER2活性是在将表达CAR的

细胞暴露于HER2表达性靶细胞时，与pH为7.4相比，在pH为6.5到6.9(说明性实施例6.7)下

增加的CAR活性。在一些实施例中，此抗HER2  CAR活性是在与HER2表达性靶细胞一起温育时

对T细胞的激活。在一些实施例中，对T细胞的激活是通过分析T细胞对T细胞激活生物标志

物表达增加、T细胞进行的细胞因子产生、T细胞进行的增殖和T细胞进行的靶细胞杀伤中的
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一种或多种来确定的。如本文更详细地讨论和本文实例所展示的，抗HER2  CAR活性可以在

体外测定中测量，其中在检测和/或测量T细胞的激活之前，表达HER2的靶细胞和用编码被

测CAR的核酸转导的被测CAR‑T细胞在测定培养基中一起温育持续一定有效时间。

[0072] 在某些说明性实施例中，本公开的CAB‑CAR在TME中的条件下比在非TME中的条件

下对HER2具有更高的结合亲和力。在一些实施例中，TME中的条件和非TME中的条件均是pH。

因此，CAB‑CAR可以以条件活性方式选择性地与HER2结合，通常是因为与pH为约7.2到7.8

(在正常生理环境中遇到的pH)相比，它们在pH为约6.0到6.8(在TME中遇到的pH)下对HER2

具有更高的结合亲和力。例如，本文所提供的说明性CAB‑CAR在pH  6.7下对HER2的结合亲和

力比在pH  7.4下更高。另外地或可替代地，本文所提供的说明性CAB‑CAR在pH  6.0下对HER2

的结合亲和力比在pH  7.4下更高。可以在体外肿瘤替代测定中测试此类条件，例如，在体内

肿瘤环境中发现的一种或多种条件下测试抗原结合和/或CAR活性(例如，细胞裂解)，如下

文更详细地阐述，这与正常生理组织中的对应条件不同。例如，与生理pH(7.2‑7.8)相比，体

外肿瘤替代测定条件可以是低pH(例如，6.0‑6.8)。在说明性实例中，肿瘤替代测定条件是

pH为6.7，而对应生理pH为7.4。

[0073] 靶向HER2的条件活性ASTR

[0074] 如本文所讨论的，本文所提供的说明性CAR的条件抗HER2  CAR活性被认为是与在

正常生理pH下的结合相比，在低于正常生理pH的pH下这些CAR的ASTR与HER2的结合增加的

结果。因此，本文所提供的各个方面中的任何方面的说明性实施例包含具有条件活性ASTR

的CAR，与pH为7.4相比，所述条件活性ASTR在pH为5.0到6.8、或pH为6.5到6.8或pH为6.7下

与HER2蛋白的结合增加。此类ASTR和含有此类ASTR的CAR的实例在本文中的实例中提供。不

受理论的限制，值得注意的是，发明人相信可以用本文所公开的包含重链可变区和/或轻链

可变区的任何ASTR制备CAR，所述重链可变区和/或轻链可变区当存在于抗体中时赋予所述

抗体在pH  6.7下相对于7.4增加的结合，所述CAR将具有抗HER2  CAB‑CAR活性，其中与7.4相

比，在pH  6.7下活性增加。尽管在本文实例中测试的每个CAR构建体(包含测试的此类CAR可

变轻链和/或重链)中均未检测到抗HER2  CAB杀伤活性或甚至不受pH影响的杀伤活性，但相

信进一步的测试将揭示这些CAR中的任何CAR的抗HER2  CAB‑CAR性质，尤其是当与用CAB抗

体中未发现的重链可变区和轻链可变区制备的ASTR相比时。

[0075] 在一些实施例中，ASTR或其包括此类ASTR的重链和轻链的抗体或抗体片段在TME

中的pH如pH为5.0到6.8或pH为6.0或pH为6.7下例如对HER2蛋白的结合亲和力与在非TME中

的不同pH如pH为7.4下对HER2蛋白的结合亲和力的比率可以为至少约1.5∶1、至少约2∶1、至

少约3∶1、至少约4∶1、至少约5∶1、至少约6∶1、至少约7∶1、至少约8∶1、至少约9∶1、至少约10∶

1、至少约20∶1、至少约30∶1、至少约50∶1、至少约70∶1或至少约100∶1。

[0076] 在某些实施例中，ASTR与包含SEQ  ID  NO：119的重链和SEQ  ID  NO：122的轻链的抗

体结合于HER2的相同表位。在说明性实施例中，所述ASTR与包括通常由连接子分开的SEQ 

ID  NO：119的抗体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的单链可变抗体片段结

合于HER2的相同表位。在说明性实施例中，重链可变区可以是SEQ  ID  NO：123‑125中的任一

个，并且轻链可变区可以是SEQ  ID  NO：122。在说明性方面中，具有此类ASTR的CAR是条件活

性抗HER2  CAR(即，抗HER2  CAB  CAR)。此类抗HER2  CAB  CAR的非限制性实例在本文中的实

例中提供。在一些实施例中，CAR或编码CAR的分离的核酸可以包含SEQ  ID  NO：153‑236或
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SEQ  ID  NO：157‑236的ASTR中的任何ASTR，其在本文中的实例中测试并且相对于对照CAR显

示出增加的杀伤活性。在一些实施例中，CAR或编码CAR的分离的核酸可以包含在本文中的

实例中鉴定的ASTR中的任何ASTR，其与7.4相比，在存在HER2表达性靶细胞的情况下在pH 

6.7下显示CAB活性。已发现包括这些ASTR和对应CAR的重链可变区和轻链可变区的抗体在

pH  6.0下对HER2的结合亲和力比在pH  7.4下更高(参见例如美国临时申请第62/964,747号

的图4和8(以全文引用的方式并入本文中))。

[0077] 在说明性实施例中，轻链可变区可以是SEQ  ID  NO：126‑130中的任一个，并且重链

可变区可以是SEQ  ID  NO：119。这些重链可变区和轻链可变区组合在本文中的实例中显示

出CAB‑CAR活性。在至少一位发明人进行的实验中已经发现包括这些重链可变区和轻链可

变区的抗体在pH  6.0下比在pH  7.4下对HER2具有更高的结合亲和力(参见例如图4和8和美

国临时申请第62/964,747号(以全文引用的方式并入本文中))。

[0078] SEQ  ID  NO：119和122的重链可变区和轻链可变区的组合在本文中分别被称为基

准。基准的CDR是：与SEQ  ID  NO：119的氨基酸26到35相对应的HCDR1  GFNIKDTYIH(SEQ  ID 

NO：131)；与SEQ  ID  NO：119的氨基酸50到66相对应的HCDR2  RIYPTNGYTRYADSVKG(SEQ  ID 

NO：132)；与SEQ  ID  NO：119的氨基酸99到109相对应的HCDR3  WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：

133)；与SEQ  ID  NO：122的氨基酸24到34相对应的LCDR1  RASQDVNTAVA(SEQ  ID  NO：134)；与

SEQ  ID  NO：122的氨基酸50到56相对应的LCDR2  SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；以及与SEQ  ID 

NO：122的氨基酸89到97相对应的LCDR3  QQHYTTPPT(SEQ  ID  NO：136)。这些CDR包含基于CDR

的序列定义的氨基酸(Kabat等人(1987)具有免疫学意义的蛋白质序列(Sequences  of 

Proteins  of  Immunological  Interest)马里兰州贝塞斯达美国国立卫生研究院

(Natl .Inst .Health，Bethesda，MD))和基于CDR的机构定义的氨基酸(Chothia和Lesk

(1987)《分子生物学杂志(J.Mol.Biol.)》196：901‑917)。本文提供的CAR的抗HER2  ASTR的

CDR类似地进行定义。包括由示例性连接子分开的基准重链和轻链的非限制性示例性ASTR

在SEQ  ID  NO：153‑156中提供。

[0079] 在本文中的说明性实施例中，相比于在pH为7.4时，本文所提供的抗HER2  ASTR赋

予含有它们的CAR在pH为6.7时增加的CAR活性。在说明性实施例中，这些CAR中的抗HER2 

ASTR与包括SEQ  ID  NO：119的抗体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的抗体

或单链可变抗体片段结合于HER2的相同表位。在说明性实施例中，与7.4相比，本文所提供

的此类抗HER2  ASTR在pH为6.7下与HER2的结合更大。

[0080] 在其中ASTR与HER2结合的一些实施例中以及其中ASTR与包括SEQ  ID  NO：119的抗

体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的抗体或单链可变抗体片段结合于HER2

的相同表位的说明性实施例中，ASTR通常包含包括具有序列HCDR1、HCDR2和HCDR3的三个互

补决定区(CDR)的重链可变区，其中：

[0081] 所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；

[0082] 所述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且

[0083] 所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：133)；

[0084] 并且所述ASTR通常包含轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、LCDR2

和LCDR3的三个CDR，其中：

[0085] 所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；
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[0086] 所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

[0087] 所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

[0088] 其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E。

[0089] 在说明性实施例中，重链可变区和轻链可变区的组合不包括基准的重链和轻链

CDR的组合。在说明性实施例中，ASTR在重链可变区与轻链可变区之间包括5到50(例如，10

到40、15到30)个氨基酸连接子。在一些实施例中，ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和

SEQ  ID  NO：122至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的重链可变

区序列和轻链可变区序列，并且包括作为K的X1、作为E的X2、作为D的X3或作为D或E的X4中的

一者、两者、三者或所有四者。在一些实施例中，ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ 

ID  NO：122相同的重链可变区序列和轻链可变区序列，除了作为K的X1、作为E的X2、作为D的

X3或作为D或E的X4中的一者、两者、三者或所有四者。包括由示例性连接子分开的包含基准

CDR的基准重链和轻链的示例性ASTR提供于SEQ  ID  NO：153‑156中。

[0090] 在一些实施例中，ASTR中的X1、X2、X3和X4分别是R、R、A和H。然而，在说明性实施例

中，其中上述方面中的CDR不包含基准的重链可变区和轻链可变区的组合，ASTR中的x1、X2、

X3和X4的组合不是分别为R、R、A和H。因此，例如，重链和轻链不是分别为SEQ  ID  NO：119和

SEQ  ID  NO：122。在说明性实施例中，ASTR不包含SEQ  ID  NO：119和122的两个序列(即，组

合)。在一些实施例中，ASTR不包含CDR的组合，其中X1是重链可变区中的R并且X2是R，并且X3
是轻链可变区中的A并且X4是H。在说明性实施例中，ASTR的其余部分包括除CDR之外的SEQ 

ID  NO：119的重链可变区(重链可变区的框架区)，以及除CDR之外的SEQ  ID  NO：122的轻链

可变区(轻链可变区的框架区)。

[0091] 在一些实施例中，重链可变区和轻链可变区的X1、X2、X3和X4可以分别是R、R、D和H

(A032D)；分别是R、R、A和D(H091D)；分别是R、R、A和E(H091E)；分别是K、R、A和H(R050K)；或

者分别是R、E、A和H(R059E)。来自基准的这些突变体中的每个突变体在抗体中被鉴定为在

低于7.4的pH下提供增加的与HER2的结合，如本文中的实例中所展示的。如本文中的实例所

示，当包含在抗HER2  CAR的ASTR中时，来自基准的这些重链可变区单突变体和轻链可变区

单突变体中的每个单突变体都提供了CAB‑CAR活性。

[0092] 在实例2和3中，具有含有这些序列作为CDR的ASTR的CAR裂解了HER2表达性细胞

(表2‑4)。在pH为6.7(典型的TME)与pH为7.4(典型的非TME)之间的活性比大于112(即，在较

低的pH下显示出更高的活性)的CAR，被鉴定为CAB(在表3中被归类为“CAB”的构建体)。用另

一个的ASTRN端的重链或轻链以及重链与轻链之间的连接子对CAR进行测试。在这些实施例

中的任何实施例中，轻链可以是重链的N端，或者重链可以是轻链的N端。在说明性实施例

中，CAR可以包含CDR以及在说明性实施例中，表3中的都具有如实例2所示的CAB‑CAR活性的

F1‑4‑37、F1‑4‑26、F1‑4‑27、F1‑4‑28、F1‑4‑74、F1‑4‑75、F1‑4‑77、F1‑4‑81和F1‑4‑85中的

任一个(SEQ  ID  NO：154、156、159‑162、172‑173、175‑176、199或224)的ASTR。表3示出了CDR

中的突变以及重链或轻链是否在另一个的N端。对于重链和轻链，CAR分别含有SEQ  ID  NO：

119和122的FR。值得注意的是，虽然F1‑4‑31在实例2中被归类为野生型，因为其CAB活性不

大于基准的活性，但它的裂解百分比比率大于1，并且因此可以具有CAB活性。

[0093] 在一些实施例中，本文所提供的任何CAR可以具有包含SEQ  ID  NO：119的重链和

SEQ  ID  NO：126‑128的任何轻链的ASTR。在一些实施例中，ASTR可以包含SEQ  ID  NO：123或
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SEQ  ID  NO：124的重链和SEQ  ID  NO：122的轻链。

[0094] 在其中ASTR与HER2结合的一些实施例中以及其中ASTR与包括SEQ  ID  NO：119的抗

体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的单链可变抗体片段结合于HER2的相同

表位的说明性实施例中，重链可变区可以包含具有序列HCDR1、HCDR2和HCDR3的三个互补决

定区(CDR)，其中：

[0095] 所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

[0096] 所述HCDR2序列是RIX2PTX3X4YX5RYADSVKG(SEQ  ID  NO：139)；并且

[0097] 所述HCDR3序列是WGGDGFYX6MDY(SEQ  ID  NO：140)；

[0098] 并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三个CDR，所述CDR具有序

列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：

[0099] 所述LCDR1序列是RASQDVNTAVA(SEQ  ID  NO：134)；

[0100] 所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

[0101] 所述LCDR3序列是QQHYTTPPT(SEQ  ID  NO：136)，

[0102] 其中X1是N或W；X2是Y、D或K；X3是N或A；X4是G或K；X5是T或D并且X6是A或E；

[0103] 并且其中重链可变区和轻链可变区的组合不包括基准的重链和轻链CDR的组合。

[0104] 由于上述方面中的CDR不包含基准的重链可变区和轻链可变区的组合，ASTR中的

X1、X2、X3、X4、X5和X6的组合不是分别为N、Y、N、G、T和A。因此，例如，重链和轻链不是分别为

SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122。在说明性实施例中，ASTR不包括SEQ  ID  NO：119和122的

两个序列(即，组合)。在说明性实施例中，ASTR的其余部分包括除CDR之外的SEQ  ID  NO：119

的重链可变区(重链可变区的框架区)，以及除CDR之外的SEQ  ID  NO：122的轻链可变区(轻

链可变区的框架区)。

[0105] 在一些实施例中，重链可变区和轻链可变区的X1、X2、X3、X4、X5和X6可以分别是W、Y、

N、G、T和A(N028W)；分别是N、D、N、G、T和A(Y052D)；分别是N、K、N、G、T和A(Y052K)；分别是N、

Y、A、G、T和A(N055A)；分别是N、Y、N、K、T和A(G056K)；分别是N、Y、N、G、D和A(T058D)；或者分

别是N、Y、N、G、T和E(A106E)。在一些实施例中，重链可以包含突变S119E。当作为抗HER2抗体

测试时，这些突变显示具有CAB活性(参见例如，实例1和美国临时申请第62/964,747号(通

过引用并入本文))。

[0106] 在其中ASTR与HER2结合的一些实施例中以及其中ASTR与包括SEQ  ID  NO：119的抗

体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的单链可变抗体片段结合于HER2的相同

表位的说明性实施例中，重链可变区可以包含具有序列HCDR1、HCDR2和HCDR3的三个互补决

定区(CDR)，其中：

[0107] 所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

[0108] 所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且

[0109] 所述HCDR3序列是WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；

[0110] 并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三个CDR，所述CDR具有序

列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：

[0111] 所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID  NO：142)；

[0112] 所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

[0113] 所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，
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[0114] 其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7是R或E，X8
是A或E，X9是A或D，并且X10是H、D或E；

[0115] 并且其中重链可变区和轻链可变区的组合不包括基准的重链和轻链CDR的组合。

[0116] 由于上述方面中的CDR不包含基准的重链可变区和轻链可变区的组合，在说明性

实施例中，ASTR中的X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和X10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、T、R、A、A

和H。因此，例如，重链和轻链不是分别为SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122。在说明性实施例

中，ASTR不包括SEQ  ID  NO：119和122的两个序列(即，组合)。在说明性实施例中，ASTR的其

余部分包括除CDR之外的SEQ  ID  NO：119的重链可变区(重链可变区的框架区)，以及除CDR

之外的SEQ  ID  NO：122的轻链可变区(轻链可变区的框架区)。

[0117] 在一些实施例中，重链可变区和轻链可变区的X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和X10可

以分别是W、R、Y、N、G、T、R、A、A和H(N028W)；分别是N、K、Y、N、G、T、R、A、A和H(R050K)；分别是

N、R、D、N、G、T、R、A、A和H(Y052D)；分别是N、R、K、N、G、T、R、A、A和H(Y052K)；分别是N、R、Y、A、

G、T、R、A、A和H(N055A)；分别是N、R、Y、N、K、T、R、A、A和H(G056K)；分别是N、R、Y、N、G、D、R、A、A

和H(T058D)；分别是N、R、Y、N、G、T、E、A、A和H(R059E)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、E、A和H

(A106E)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、R、D和H(A032D)；分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和D(H091D)；

分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和E(H091E)；分别是N、R、K、N、G、T、R、R、D和H(Y052K/A032D)；分

别是N、R、Y、N、K、T、R、R、D和H(G056K/A032D)；分别是N、R、Y、N、G、D、R、D、A和H(T058D/

A032D)；或者分别是N、R、Y、N、G、T、R、E、D和H(A106E/A032D)。在一些实施例中，重链可以包

含突变S119E。这些突变在由至少一位发明人进行的实验中显示，当作为抗HER2抗体测试时

具有CAB活性(参见例如美国临时申请第62/964,747号的图4和8(通过引用并入本文中))。

[0118] 在本文所公开的实施例中的任何实施例中，所述ASTR可以是单链抗体、Fab片段、

Fab′片段、(Fab′)2片段、Fv片段(例如，scFv片段)、二价单链抗体或双功能抗体。在说明性

实施例中，结合HER2的条件活性ASTR是包括重链和轻链的单链可变片段。

[0119] 与pH  7.4相比，在pH  6.7下与HER2的结合增加的示例性条件活性CAR(CAB‑CAR)见

于本文中的实例中。在说明性实施例中，所述CAR或ASTR可以与包括SEQ  ID  NO：119的抗体

重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的抗体和/或单链可变抗体片段结合于

HER2的相同表位。在此类说明性实施例的另外的实施例中，抗HER2  CAR或ASTR包括或是单

链可变片段(scFv)。在另外的说明性实例中，抗HER2  scFv包括位于轻链的N端的重链或位

于重链的N端的轻链。在本文中的实施例中的包含CAR的任何实施例中和在说明性实施例中

的与包含SEQ  ID  NO：119的抗体重链可变区和SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的抗体结

合于HER2的相同表位的任何实施例中，ASTR可以包含SEQ  ID  NO：119、122‑124或126‑28中

的任一个，并且在说明性实施例中，包含1个重链和1个轻链并且不是SEQ  ID  NO：119和SEQ 

ID  NO：122的组合。此外，本文中的实施例中的任何实施例的抗HER2  CAR可以包含本文别处

提供的任何CAR组分。在说明性实施例中，本文包含抗HER2  CAR，尤其是抗HER2  CAB‑CAR的

CAR在非限制性说明性实施例中包含在表3‑4中表现出条件细胞毒性活性(“CAB”)的任何抗

HER2  CAB‑CAR。

[0120] 本文所公开的重链可变区多肽和轻链可变区多肽从亲本抗体重链可变区(SEQ  ID 

NO：119)和亲本抗体轻链可变区(SEQ  ID  NO：122)中鉴定。

[0121] CAR还可以包含作为可以与HER2特异性结合的SEQ  ID  NO：119和122的序列的重链
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可变区和轻链可变区的变体的ASTR，并且在说明性实施例中包含重链可变区的CDR(HCDR1‑

HCDR3)和轻链可变区(LCDR1‑LCDR3)的CDR。这些重链可变区和轻链可变区的变体可以通过

向编码重链可变区和轻链可变区的核苷酸序列中引入适当的修饰或通过肽合成来制备。此

类修饰包含例如抗体或抗体片段的氨基酸序列内的残基的缺失和/或插入和/或取代。可以

进行缺失、插入和取代的任何组合以得到最终构建体，条件是最终构建体具有所期望的特

性中的至少一种特性，例如抗原结合。

[0122] 条件活性测试

[0123] 如所指出的，本文所提供的抗HER2  CAR通常是与pH为7.4相比在pH介于5与6.7之

间时具有增加的CAR活性的CAB‑CAR(即，条件性活性CAR)(例如，相对于7.4，在pH  6.7下的

CAB‑CAR活性)，此CAR活性可以通过在与HER2表达性靶细胞一起温育之后激活表达本文所

提供的CAR的T细胞来检测或测量。在一些实施例中，T细胞的激活通过分析以下中的一种或

多种来确定：T细胞对T细胞激活生物标志物的表达增加、T细胞(细胞内或胞外)进行的细胞

因子产生、T细胞进行的增殖和/或T细胞进行的靶细胞杀伤。如本文中的实例所展示的，CAR

活性可以在体外测定中测量，其中表达HER2的靶细胞和用编码被测CAR的核酸转导的被测

CAR‑T细胞在测定培养基中一起温育持续一定有效时间以进行测定。以下段落提供了关于

此类测定的进一步公开。此外，本文中的实例证明了非限制性CAR活性和CAB‑CAR测定，如荧

光素酶细胞杀伤测定和测量阻抗的实时细胞杀伤测定，以及许多体外表达测定和体内测

定。应注意，使用在用一种靶细胞的初始筛选中不促进CAR杀伤或显示CAB活性的被证明可

结合HER2的重抗体链和轻抗体链设计的CAR可以是具有不同结构域组合的CAB‑CAR，或者如

果用其它HER2表达性靶细胞测试。据信，由于本文中的示例性实施例中所公开的抗HER2 

CAR包含具有来自抗体的经实验确定在pH为5.0到6.7相对于7.4时与HER2的结合增加的CDR

的ASTR，因此本文中的示例性实施例的这些抗HER2  CAR是CAB‑CAR，因为它们将至少在某些

条件下展示CAB‑CAR活性，如通过使用本文公开的任何测试用于筛选CAB‑CAR活性的特定细

胞系。

[0124] 通常，相对于7.4，在pH介于5.0与6.7之间下的CAB‑CAR活性是使用定量测定来确

定的，其实例在本文中提供，包含但不限于在此部分中。在一些实施例中，特定的CAB‑CAR活

性是基于统计上显著的结果。例如，此类测定可以涉及使用统计测试比较对照CAR的复制结

果与被测CAR的复制结果，或相对于对pH为7.5，pH介于5.0与6.7之间的被测CAR的重复结

果，其中所述活性基于统计显著性(例如，在6.7相对于7.4时，其被测复制的平均值为大至

少1个标准偏差、2个标准偏差或3个标准偏差，或者相对于具有用不表现出CAB活性的抗体

结构域制备的对照CAR相同pH  6.7/7.4比率，其pH  6.7/7.4比率具有此类统计显著性；或者

其中对照CAR和被测CAR的活性范围(平均值+/‑1、2或3个标准偏差)不重叠)，通常，相对于

对照样品，被测样品的CAR活性显著增加。此类测定还可以涉及使用例如T测试比较来自对

照CAR和被测CAR的结果。另外地，这些测试可以仅用被测CAR进行，并且比较较低pH值下与

较高pH值下的被测CAR的结果，以确定被测CAR是否具有CAB‑CAR活性。

[0125] 本公开的CAR可以存在于真核细胞例如哺乳动物细胞的质膜中，其中合适的哺乳

动物细胞包含但不限于细胞毒性细胞、T淋巴细胞、干细胞、干细胞的后代、祖细胞、祖细胞

的后代、NK细胞、NK‑T细胞和巨噬细胞。在说明性实施例中，CAR存在于一个或一群T细胞和/

或NK细胞的质膜中。当存在于真核细胞的质膜中时，本公开的CAR在存在在某些条件下结合
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ASTR的HER2的情况下是有活性的。抗HER2  ASTR是特异性结合对的第一成员，并且HER2是特

异性结合对的第二成员。特异性结合对的HER2可以是可溶的(例如，不与细胞结合)；但在说

明性实施例中，存在于细胞如靶细胞的表面上；呈递在固体表面上；或存在于脂质双层中；

等等。

[0126] 在一些情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，

增加细胞中的至少一种核酸的表达。例如，在一些情况下，与在不存在HER2的情况下的核酸

转录水平相比，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，将细胞中

的至少一种核酸的表达增加至少约10％、至少约15％、至少约20％、至少约25％、至少约

30％、至少约40％、至少约50％、至少约75％、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约5倍、至少约

10倍或超过10倍。

[0127] 作为实例，本公开的CAR可以包含含有基于免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)的

细胞内信号传导多肽；在此类情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被

HER2激活时，增加激活T细胞(NFAT)依赖性转录的核因子。NFAT依赖性转录包含由NFAT家族

的任何成员诱导的转录，包含例如NFATel、NFATc2、NFATc3、NFATc4、NFAT5；AP‑1；Spl；NKKB；

等等。

[0128] 本公开的CAR当存在于通过CAR与HER2的结合而被激活的真核细胞的质膜中时，在

一些情况下，可以使由细胞产生的一种或多种细胞因子增加。例如，与在不存在HER2的情况

下由细胞产生的细胞因子的量相比，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被

HER2激活时，可以使由细胞产生的细胞因子如IFNγ或IL‑2或与激活相关的细胞表面标志

物如CD107a和/或CD69增加至少10％、至少15％、至少20％、至少25％、至少30％、至少40％、

至少50％、至少75％、至少2倍、至少2.5倍、至少5倍、至少10倍或超过10倍。在一些实施例

中，与在不存在HER2的情况下由细胞分泌的细胞因子的量相比，本公开的CAR当存在于真核

细胞的膜中时并且当被HER2激活时，可以使由细胞分泌的细胞因子增加至少10％、至少

15％、至少20％、至少25％、至少30％、至少40％、至少50％、至少75％、至少2倍、至少2.5倍、

至少5倍、至少10倍或超过10倍。产生可以增加的细胞因子包含但不限于干扰素γ(IFN‑

γ)、肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α)、IL‑2、IL‑15、IL‑12、IL‑4、IL‑5、IL‑10；趋化因子；生长因子；

等等。因此，如实例3所展示的，CAB‑CAR活性可以通过比较不同pH值例如pH  6.7相对于pH 

7.4下CD69或CD107a的表达水平来证明。这些测定的通用方法如下：将Her2表达性哺乳动物

靶细胞接种在高和低pH下的组织培养板的孔中，并且在37℃和5％CO2下温育过夜。第二天，

将相应调整的pH的被测CAR效应细胞以特定的效应物与靶标(E：T)细胞比率添加到含有靶

细胞的孔中，以形成共培养物。这些测定中使用的典型E∶T比率为10∶1、5∶1、3∶1、1∶1、1∶3、1

∶5或1∶10。在说明性实施例中，E∶T比率为3∶1、1∶1或1∶3。根据所研究的标志物，共培养物在

37℃和5％CO2下温育持续不同的时间长度。在实例3中，将CAR效应物和MCF‑7靶标的共培养

物温育持续一天，然后收集细胞并用抗体染色，以通过流式细胞术分析CD69表面表达和细

胞内IFNg。对于IFNg染色，细胞首先被透化。用于表达CD107a的通用方法是类似的，除了在

刺激开始时添加布雷菲德菌素A和莫能菌素(例如，当靶细胞和效应细胞被放置成共培养

时)，并且在采集细胞并用针对CD107a的抗体染色之前，将共培养物温育持续大约五小时。

为了特异性检测CAR‑T细胞上的激活标志物的表面表达，细胞通常与针对CD3、CD4、CD8的抗

体和针对CAR的抗体或细胞标签(如eTag)共染色，并且例如带门控的流式细胞术用于研究
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活CD3+eTag+细胞的激活标志物表达。

[0129] 如实例3所展示的，CAB‑CAR活性也可以通过比较在不同pH值例如pH  6.7相对于pH 

7.4下用靶细胞进行刺激之后的CAR‑T细胞的增殖来评估。用于增殖测定的通用方法如下；

靶细胞，如Her2表达性靶细胞，用丝裂霉素C处理并在37℃和5％CO2下温育持续大约3小时

以抑制其进一步增殖。靶细胞在PBS中洗涤，并且在高和低pH下接种到组织培养板的孔中。

采集受试CAR效应细胞，用一种或多种细胞示踪染料(例如，羧基荧光素二乙酸琥珀酰亚胺

酯(CFSE)和Celltrace  Violet)进行标记，并且在对应的pH下以如上文所描述的定义的E：T

比率添加到靶细胞中，并且在37℃和5％CO2下温育。在共培养1到14天例如大约五天后之

后，采集细胞并针对7AAD、CD3、CD8和细胞标签如eTag进行染色。随着效应细胞增殖，细胞示

踪染料的量减少，并且在流式细胞仪直方图中可检测为不同的峰。门控可以用于专门研究

活CD3+细胞标签+细胞的增殖。

[0130] 在一些情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，

可以使细胞中的核酸的转录的增加，细胞因子的产生增加以及由细胞分泌的细胞因子增

加。

[0131] 在一些情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，

产生细胞对靶细胞的细胞毒性活性，所述靶细胞在其细胞表面上表达CAR的第一个多肽的

抗原结合结构域结合的抗原。例如，在真核细胞是细胞毒性细胞(例如，NK细胞或细胞毒性T

淋巴细胞(即细胞毒性T细胞))的情况下，本公开的CAR当存在于细胞的质膜中时并且当被

HER2激活时，增加细胞对在其细胞表面表达HER2的靶细胞的细胞毒性活性。例如，在真核细

胞是NK细胞或T淋巴细胞的情况下，与在不存在HER2的情况下的细胞的细胞毒性活性相比，

本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，将细胞的细胞毒性活性

增加至少约10％、至少约15％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约

50％、至少约75％、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约5倍、至少约10倍或超过10倍。

[0132] 在一些情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，

可以产生其它CAR激活相关事件，如增殖和扩增(由于细胞分裂增加或抗凋亡应答)。

[0133] 在一些情况下，本公开的CAR当存在于真核细胞的质膜中时并且当被HER2激活时，

可以产生其它CAR激活相关事件，如细胞内信号传导调节、细胞分化或细胞死亡。

[0134] 本公开的CAR可以存在于真核细胞膜中，其中CAR的第一多肽和第二多肽彼此不共

价连接。本公开的CAR可以作为不与膜中的任何其它多肽共价连接的单一异二聚体存在于

真核细胞膜中。可替代地，本公开的第一CAR可以作为与本公开的第二CAR共价或非共价连

接的异二聚体存在于真核细胞膜中。在一些情况下，第一和第二CAR通过在第一CAR的第一

多肽和第二CAR的第一多肽两者中存在的铰链区中存在的半胱氨酸之间形成的二硫键共价

连接。

[0135] 在一些情况下，本公开的CAR可以存在于真核细胞膜中，其中CAR的第一多肽包含

抗体片段并且CAR的第二多肽包含源自细胞因子受体的信号转导结构域，使得在二聚化时，

CAR可以代表异二聚体信号体CAR，例如，由至少两个独立多肽构成的信号体。如本领域所

知，“信号体”是由抗体片段和源自细胞因子受体的信号转导结构域构成的单一嵌合大分

子。在某些情况下，本公开的异二聚体信号体CAR当存在于真核细胞的细胞膜中、被二聚体

二聚化并被抗原例如寡聚化抗原激活时，可以诱导异二聚体信号体CAR的寡聚化。此类配体
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诱导的异二聚体信号体CAR的寡聚化可以激活，例如，增加，或延续，例如，维持，信号转导，

例如，配体诱导的异二聚体信号体CAR的寡聚化可以发射引发细胞应答的信号。在一些情况

下，可以组合利用多个异二聚体信号体CAR以引发期望的细胞应答。

[0136] 进一步的ASTR结构考虑

[0137] 本公开的CAR包含特异性结合对的成员，所述特异性结合对包含通常是抗HER2 

ASTR的HER2(即，至少在某些条件下能够结合HER2)。适用于本公开的CAR中的抗HER2  ASTR

可以是任何抗原结合多肽，通常能够结合、有效结合或适于结合HER2。在某些实施例中，

ASTR是抗体，如单链抗体、Fab片段、Fab′片段、(Fab′)2片段、Fv片段(例如，scFv)、二价单链

抗体或双功能抗体，或包括抗原结合可变区(VH或VL)以及轻链恒定结构域(CL)和重链恒定

结构域CH1的抗体(已省略CH2和CH3的“全长”抗体)。在说明性实施例中，本文所提供的抗

HER2  ASTR包含两条抗体链，重链(VH)和轻链(VL)。VH和VL中的每一个通常包含三个可变区

和四个框架区。如本文所用，术语“可变区”或“可变结构域”是指抗体与抗原结合所涉及的

抗体重链或轻链的结构域。天然抗体的重链和轻链(分别为VH和VL)的可变结构域，以及本

文中的说明性抗HER2  ASTR，通常具有相似的结构，其中每个结构域包括四个保守框架区

(FR)和三个高变互补决定区(CDR)(VH链中的HCDR1、HCDR2和HCDR3以及VL链中的LCDR1、

LCDR2和LCDR3)，参见例如Kindt等人《Kuby免疫学(Kuby  Immunology)》，第6版，W.H.弗里曼

公司(W.H.Freeman  and  Co.)，第91页(2007)。单个VH或VL结构域可以足以赋予抗原结合特

异性。此外，可以使用VH或VL结构域从结合抗原的抗体中分离出结合特定抗原的抗体，以分

别筛选互补VL或VH结构域的文库，参见例如Portolano等人，《免疫学杂志(J.Immunol.)》，

第150卷，第880‑887页，1993；或Clarkson等人，《自然(Nature)》，第352卷，第624‑628页，

1991。如本文所用，术语“框架”或“框架区”或“FR”通常指除CDR中的残基之外的可变结构域

残基(重链中的HCDR1‑3和轻链中的LCDR1‑3)。可变结构域的FR通常由四个FR结构域组成：

FR1、FR2、FR3和FR4。因此，CDR和FR序列通常以下列序列出现在VH(或VL)中：FR1‑HCDR1/

LCDR1‑FR2‑HCDR2/LCDR2‑FR3‑HCDR3/LCDR3‑FR4。FR和CDR的边界可以使用本领域已知的方

法，例如通过Kabat定义、Chothia定义、AbM定义和/或接触定义来精确地鉴定，所有所述定

义均是本领域熟知的。(参见例如，Kabat，E.A .等人(1991)《具有免疫学意义的蛋白质序

列》，第五版，美国卫生与公众服务部(U.S.Department  ofHealth  and  Human  Services)，

NIH公开号91‑3242；Chothia等人，(1989)《自然》342：877；Chothia，C.等人(1987)《分子生

物学杂志》196：901‑917，Al‑lazikani等人(1997)《分子生物学杂志》273：927‑948；以及

Almagro，《分子识别杂志(J.Mol.Recognit.)》17：132‑143(2004)，所述文献以全文引用的

方式并入本文中。

[0138] 在说明性实施例中，本文所提供的抗HER2  ASTR是“人源化的”。术语“人源化抗体”

或“人源化ASTR”通常分别指已将FR交换为在人抗体中发现的序列的非人抗体或ASTR。通

常，在人源化抗体中，除CDR之外的整个抗体由人类来源的多核苷酸或分离的核酸编码或除

了在其CDR内之外，与此抗体相同。在人源化ASTR中，ASTR由与人抗体的对应部分相同的多

核苷酸或分离的核酸编码，除了在其CDR内。优选地，人源化抗体或ASTR对抗原具有与衍生

其的非人源化小鼠抗体相同或基本上相同的亲和力。将CDR(所述CDR中的一些或全部是由

源自非人生物体的核酸编码的)移植到人抗体可变区的β‑片层框架中以产生抗体，所述抗

体的特异性由移植的CDR确定。在说明性实施例中，本文中的CAR包括识别HER2的人源化
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ASTR，并且在另外的说明性实施例中，具有CAB‑CAR活性。在一些实施例中，本公开的ASTR中

的重链可变区可以包含SEQ  ID  NO：119的FR，与本文所公开的HCDR1、HCDR2和HCDR3(例如，

SEQ  ID  NO：131‑133和137‑141)中的任一个的组合。在一些实施例中，ASTR中的轻链可变区

可以包含SEQ  ID  NO：122的FR，与本文所公开的LCDR1、LCDR2和LCDR3(例如，SEQ  ID  NO：

134‑136和142‑143)中的任一个的组合。此类重链和轻链组合不是(即不包含)SEQ  ID  NO：

119和SEQ  ID  NO：122的组合。

[0139] 用于修饰、人源化和重塑非人抗体的多种技术和方法是本领域熟知的(参见Lu，

RM .、Hwang，YC .、Liu，IJ .等人“开发用于治疗疾病的治疗性抗体(Development  of 

therapeutic  antibodies  for  the  treatment  of  diseases)”，《生物医学科学杂志(J 

Biomed  Sci)》27，1(2020)Lu等人(以全文引用的方式并入本文中)。降低非人抗体可变区免

疫原性的人源化或其它方法可以包含本领域已知的表面重修方法。在一个实施例中，亲本

抗体已经是亲和力成熟的，如本领域已知的。如本领域已知的，可以利用基于结构的方法进

行人源化和亲和力成熟。如本领域已知的，可以采用基于选择的方法来使抗体可变区人源

化和/或亲和力成熟。如本领域已知的，其它人源化方法可以涉及移植仅部分CDR。

[0140] 可以用于使本文所提供的抗HER2  ASTR人源化的人框架区包含但不限于：使用“最

佳拟合”方法选择的框架区(参见例如，Sims等人，《免疫学杂志》，第151卷，第2296页，

1993)；源自特定轻链可变区或重链可变区亚组的人抗体的共有序列例如在Carter等人所

公开的4D5‑1、4D5‑2、4D5‑3、4D5‑4、4D5‑5、4D5‑6、4D5‑7或4D5‑8中发现的任何序列的框架

区可以与本文中的示例性实施例部分中公开的突变一起使用(参见例如，《美国国家科学院

院刊(Proc.Natl.Acad .Sci.USA)》，第89卷，第4285页，1992；以及Presta等人，《免疫学杂

志》，第151卷，第2623页，1993)；人成熟(体细胞突变的)框架区或人种系框架区(参见例如，

Almagro和Fransson，《生物科学里程碑前沿(Front.Biosci.)》，第13卷，第1619‑1633页，

2008)；源自筛选FR文库的框架区(参见例如，Baca等人，《生物化学杂志(J.Biol.Chem.)》，

第272卷，第10678‑10684页，1997以及Rosok等人，《《生物化学杂志》第271卷，第22611‑

22618页，1996)。按照本领域已知的方法可以对亲本非人抗体的VH和VL可变区进行三维分

子建模分析。接下来，可以使用相同的分子建模分析来鉴定被预测对形成正确CDR结构具有

重要性的框架氨基酸残基。平行地，使用亲本VH和VL序列作为搜索查询来从任何抗体基因

数据库中鉴定具有与亲本非人抗体的氨基酸序列同源的氨基酸序列的人VH链和人VL链。然

后选择人VH受体基因和人VL受体基因。

[0141] 在一些实施例中，本文所提供的抗HER2  ASTR可以是人抗体或人源化抗体。在本文

所提供的实施例中的任何实施例中，如示例性实施例中更详细公开的，ASTR可以具有本文

所提供的针对抗HER2ASTR的任何序列变化。例如，噬菌体显示屏鉴定了4D5‑8背景中的在各

种残基处的潜在突变，所述突变可以改善抗HER2抗体与HER2的结合(Gerstner等人，2002，

《分子生物学杂志》321(5)：851‑862)。在一些实施例中，本文所提供的任何CAR实施例可以

包含不同的噬菌体展示屏突变。在本文中的示例性实施例部分中提供了更多实施例。在一

些实施例中，本文所提供的抗HER2  ASTR可以包含免疫球蛋白重链可变区，所述免疫球蛋白

重链可变区包含与SEQ  ID  NO：119的整个可变区或框架区序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序列。在一些实施例中，ASTR可以包含免疫球蛋白轻

链可变区，所述免疫球蛋白轻链可变区包含与SEQ  ID  NO：122的整个可变区或框架区序列
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至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序列。在一些实施例中，

将抗体的轻链可变区和重链可变区的CDR移植到人FR或共有人FR上。为了产生共有人FR，来

自若干人重链或轻链氨基酸序列的FR被比对以鉴定共有氨基酸序列。CDR移植描述于例如

美国专利第7，022,500号(Queen)中并且是本领域已知的。在本文所提供的包含ASTR的各方

面和实施例中的任何方面和实施例中，本文所提供的抗HER2  ASTR可以包含免疫球蛋白重

链可变区，所述免疫球蛋白重链可变区包含与SEQ  ID  NO：252‑254的框架区序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、95％、98％或99％相同的氨基酸序列，所述免疫球蛋白重链可变区

是针对各种抗原的重链可变区，其中框架区中的氨基酸被共有人氨基酸替代以形成人源化

抗体。一些实施例中，ASTR可以包含免疫球蛋白轻链可变区，所述免疫球蛋白轻链可变区包

含与SEQ  ID  NO：255‑257的框架区序列至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％或99％

相同的氨基酸序列，所述免疫球蛋白轻链可变区是针对各种抗原的轻链可变区，其中框架

区中的氨基酸被小鼠氨基酸或共有人氨基酸替代以形成人源化抗体。

[0142] 抗体重链和轻链的框架区(FR)可以用于本文所提供的具有本文所公开的任何突

变的抗HER2  ASTR。SEQ  ID  NO：119中的FR包含残基1‑25、残基36‑49、残基67‑98和残基110‑

120。SEQ  ID  NO：122的FR包含残基1‑23、残基35‑49、残基57‑88和残基98‑107。熟练的技术

人员将能够鉴定重链和轻链的FR。在一些实施例中，ASTR的重链可变区可以包含SEQ  ID 

NO：119的FR。在一些实施例中，ASTR的轻链可变区可以包含SEQ  ID  NO：122中的FR。

[0143] 条件活性抗HER2  ASTR(即靶向HER2的ASTR)可以包含来自已知靶向HER2的抗体和

抗体片段的序列。例如，ASTR可以包含来自小鼠单克隆抗体mumAb4D5的人源化版本的序列

(Carter等人《美国国家科学院院刊》89：4285‑4289)，其中ASTR保留结合HER2的能力，并且

是条件活性的，例如相对于pH为7.4在pH为6.7时具有更多结合。在一些说明性实施例中，

ASTR的重链可变区可以包含SEQ  ID  NO：119。在一些实施例中，ASTR的轻链可变区可以包含

SEQ  ID  NO：122。

[0144] 本文预期免疫球蛋白重链可变区序列和/或轻链可变区序列可以含有重链可变区

和/或轻链可变区的框架区中的氨基酸改变(例如，至少1、2、3、4、5或10种氨基酸取代、缺失

或添加)。在一些实施例中，提供了包含一种或多种氨基酸取代的ASTR。在本文所公开的实

施例中的任何实施例中，基于SEQ  ID  NO：119中的编号，ASTR可以在重链的位置119处包含S

到E突变。在说明性实施例中，基于SEQ  ID  NO：122中的编号，ASTR可以在轻链的位置32处包

含A到D突变。当存在于抗HER2抗体中时，此突变显示出CAB活性。此突变位于FR中，并且含有

此突变的抗体在用作抗体时显示出CAB活性(结果未显示)。此FR突变可以与本文所公开的

重链或轻链的CDR中的其它突变中的任何突变组合。

[0145] 在被称为“SUPERHUMANIZATIONTM”的方法中，人CDR序列选自人种系基因，基于人

CDR与要人源化的小鼠抗体的结构相似性，如本领域已知的。框架序列可以从公共DNA数据

库或已发表的参考文献中获得。

[0146] 用于降低免疫原性的其它方法包含“重塑”、“超嵌合”和“镶面/表面重修”。在本文

所提供的一些实施例中，镶面/表面重修方法用于用在人抗体中相同位置处更常见的氨基

酸残基替代本文中的ASTR中使用的小鼠抗HER2抗体或其片段中的表面可接近的氨基酸残

基。这些人源化抗体中的任何人源化抗体都可以用于制备人源化ASTR。

[0147] 在一些实施例中，本文所提供的抗HER2  CAR的ASTR是单链Fv(scFv)。在一些实施
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例中，在本文所提供的抗HER2  CAR的ASTR中，重链定位于本文所提供的CAR的ASTR中的轻链

的N端。在其它实施例中，轻链定位于本文所提供的CAR的ASTR中的重链的N端。在所公开的

实施例中的任何实施例中，如本文更详细地讨论的，重链和轻链可以通过连接子分开。在所

公开的实施例中的任何实施例中，重链或轻链可以位于CAR的N端，并且通常是另一个结构

域如信号序列或肽的C端。

[0148] 其它基于抗体的识别结构域(cAb  VHH(骆驼抗体可变结构域)和人源化版本、

IgNAR  VH(鲨鱼抗体可变结构域)和人源化版本、sdAb  VH(单结构域抗体可变结构域)和“骆

驼化”抗体可变结构域)适于与CAR和使用本公开的CAR的方法一起使用。在一些情况下，基

于T细胞受体(TCR)的识别结构域如单链TCR(scTv，含有VαVβ的单链双结构域TCR)也适于使

用。

[0149] 本文中的任何方面或实施例的某些实施例包含CAR，包含具有被工程化为共同选

择内源性TCR信号传导复合物和CD3Z信号传导途径的胞外结构域的CAR。在一个实施例中，

嵌合抗原受体ASTR与内源性TCR复合物链之一(例如，TCRα、CD3E等)融合，以促进并入到TCR

复合物中并通过内源性CD3Z链发出信号。在其它实施例中，CAR含有与TCR复合物结合的第

一scFv或蛋白质和与靶抗原(例如，肿瘤抗原)结合的第二scFv或蛋白质。在另一个实施例

中，TCR可以是单链TCR(scTv，含有VαVβ的单链双域TCR)。最后，还可以产生scFv以识别特定

的MHC/肽复合物，由此充当替代TCR。此类肽/MHC  scFv结合剂可以用于许多与CAR相似的配

置。

[0150] 在本文所提供的包含ASTR的各方面中的任何方面的某些实施例中，ASTR可以针对

将ASTR与在示例性分裂CAR构建体中的表达HER‑2的细胞上表达的HER2连接的中间蛋白。中

间多肽或蛋白质可以内源性表达或外源性引入，并且可以是天然的、工程化的或化学修饰

的。在某些实施例中，ASTR可以是抗标签ASTR，使得至少一个标记的中间体，通常是抗体‑标

签缀合物，包含在由ASTR识别的标签与在HER2表达性靶细胞上表达的靶分子，通常是HER2

蛋白靶标之间。因此，在此类实施例中，ASTR结合标签并且标签与本文所提供的针对靶细胞

如癌细胞上的HER2的CAB抗体缀合。本文提供了其它分裂CAR构建体。标签的非限制性实例

包含异硫氰酸荧光素(FITC)、链霉亲和素、生物素、组氨酸、二硝基苯酚、紫罗兰素叶绿素蛋

白复合物、绿色荧光蛋白、藻红蛋白(PE)、辣根过氧化物酶、棕榈酰化、亚硝基化、碱性磷酸

酶、葡萄糖氧化酶和麦芽糖结合蛋白。因此，ASTR包括结合标签的分子。

[0151] 取代变体、插入变体和缺失变体

[0152] 在一些实施例中，本文所公开的任何CAR的ASTR可以包含具有一种或多种氨基酸

取代的变体。取代型诱变的所关注位点包含CDR和框架区(FR)。保守取代示出在表1中在标

题“保守取代”下。在表1中在标题“示例性取代”下并且如以下参考氨基酸侧链类别进一步

描述的，提供了更多改变。可以将氨基酸取代引入到所关注ASTR中，并且筛选产物的期望活

性，例如，保留的/改进的抗原结合、条件活性和/或降低的免疫原性。

[0153] 表1：氨基酸取代
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[0154]

[0155] 氨基酸可以根据共同的侧链性质进行分组：(1)疏水性：Met、Ala、Val、Leu、Ile；

(2)中性亲水的：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；(3)酸性的：Asp、Glu；(4)碱性：His、Lys、Arg；(5)影

响链定向的残基：Gly、Pro；以及(6)芳香族：Trp、Tyr、Phe。非保守取代将需要将这些类别中

的一个类别的成员交换为另一个类别。

[0156] 一种类型的取代型变体涉及取代亲本抗体(例如，人源化抗体或人抗体)的一或多

个CDR残基。通常，选定的所得变体将相对于亲本抗体在某些生物性质(例如，增加的亲和

力、改进的条件活性或选择性、降低的免疫原性)上具有修饰(例如，改进)，和/或将基本上

保留亲本抗体的某些生物性质。在说明性实施例中，所得变体将具有改进的条件活性。

[0157] 可以在CDR中进行变更(例如，取代)，例如，以改进抗体亲和力。此类变更可以在

CDR“热点”中进行，即由在体细胞成熟过程期间以高频经历突变的密码子编码的残基(参见

例如，Chowdhury，《分子生物学方法(Methods  Mol.Biol.)，第207卷，第179‑196页，2008)，

和/或在SDR(a‑CDR)中进行，其中所得变体VH或VL针对结合亲和力进行测试。通过构建二级

文库和从二级文库中重新选择来进行的亲和力成熟已经在例如Hoogenboom等人，《分子生

物学方法》，第178卷，第1‑37页，2001中进行了描述。在亲和力成熟的一些实施例中，通过多

种方法(例如，易错PCR、链改组或寡核苷酸定向诱变)中的任何方法将多样性引入到被选择

用于成熟的可变基因中。然后产生二级文库。然后对文库进行筛选，以鉴别出具有期望的亲

和力的任何抗体变体。用于引入多样性的另一种方法涉及CDR指导的方法，其中若干个CDR

残基(例如，一次4‑6个残基)被随机化。抗原结合所涉及的CDR残基可以例如使用丙氨酸扫

描诱变或建模特异性地鉴别出来。CDR‑HCDR3和CDR‑LCDR3通常是靶向的。

[0158] 在一些实施例中，取代、插入或缺失可以发生在一或多个CDR中，只要此类变更不

显著降低ASTR与HER2抗原结合的能力即可。例如，在CDR中可以进行基本上不降低结合亲和
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力的保守变更(例如，如本文所提供的保守取代)。此类变更可以在CDR“热点”或SDR之外。在

以上所提供的变体VH和VL序列的某些实施例中，每个CDR不改变，或含有不超过一个、两个

或三个氨基酸取代。

[0159] 考虑了本文所描述的ASTR的氨基酸序列修饰。例如，可能期望改善ASTR的结合亲

和力和/或其它生物性质。已知当人源化抗体通过在人抗体的VH和VL的FR中简单地仅移植

衍生自非人动物的抗体的VH和VL的CDR而产生时，与衍生自非人动物的原始抗体的抗原结

合活性相比，抗原结合活性降低。据认为，不仅在CDR中，而且在FR中，非人抗体的VH和VL的

若干个氨基酸残基与抗原结合活性直接或间接相关。因此，用衍生自人抗体的VH和VL的FR

的不同氨基酸残基取代这些氨基酸残基将会降低结合活性。为了解决所述问题，在用人CDR

移植的抗体中，必须作出尝试以在人抗体的VH和VL的FR的氨基酸序列中鉴别出和与抗体结

合直接相关的氨基酸残基，或与CDR的氨基酸残基相互作用的氨基酸残基，或维持抗体的三

维结构并与抗原结合直接相关的氨基酸残基。可以通过用衍生自非人动物的原始抗体的氨

基酸残基置换鉴别出的氨基酸来增加降低的抗原结合活性。

[0160] 可以对本发明的抗体的结构和编码所述抗体的DNA序列作出修饰和改变，并且仍

然可以获得编码带有具有期望的特性的ASTR的CAR的功能分子。

[0161] 在对氨基酸序列作出改变时，可以考虑氨基酸的亲水指数。亲水氨基酸指数在向

蛋白赋予相互作用生物功能方面的重要性在本领域中通常是被理解的。接受的是，氨基酸

的相对亲水特性有助于所得蛋白的二级结构，所述二级结构进而定义蛋白与其它分子，例

如酶、底物、受体、DNA、抗体、抗原等的相互作用。根据氨基酸的疏水性和电荷特性，每种氨

基酸都被指定了亲水指数，它们是：异亮氨酸(+4.5)；缬氨酸(+4.2)；亮氨酸(+3.8)；苯丙氨

酸(+2.8)；半胱氨酸/胱氨酸(+2.5)；甲硫氨酸(+1.9)；丙氨酸(+1.8)；甘氨酸(‑0.4)；苏氨

酸(‑0.7)；丝氨酸(‑0.8)；色氨酸(‑0.9)；酪氨酸(‑1.3)；脯氨酸(‑1.6)；组氨酸(‑3.2)；谷

氨酸盐(‑3.5)；谷氨酰胺(‑3.5)；天冬氨酸盐(‑3.5)；天冬酰胺(‑3.5)；赖氨酸(‑3.9)；以及

精氨酸(‑4.5)。

[0162] 本发明还涵盖本发明的抗体和抗体片段的功能保守变体。

[0163] 当大于80％，或大于85％，或优选地大于90％，或更优选地大于95％，或大于98％

的氨基酸是相同的时，两个氨基酸序列是“基本上同源的”或“基本上相似的”。在一些实施

例中，在整个序列长度上，至少90％或大于95％的氨基酸是相似的(功能相同)。优选地，类

似序列或同源序列通过使用例如GCG(遗传学计算机集团(Genetics  Computer  Group)，GCG

包程序手册(Program  Manual  for  the  GCG  Package)，版本7，威斯康星州麦迪逊

(Madison，Wis.))堆积程序或如BLAST、FASTA等序列比较算法中的任何序列比较算法进行

比对来鉴定。

[0164] 例如，某些氨基酸可以被蛋白结构中的其它氨基酸取代，而没有预期明显丧失活

性(参见例如，上文表1)。由于蛋白的相互作用能力和性质限定了蛋白的生物功能活性，因

此可以在蛋白序列中以及当然在其DNA编码序列中进行某些氨基酸取代，然而同时获得具

有相似性质的蛋白质。因此设想可以在本发明的抗体或抗体片段的序列或编码所述抗体或

抗体片段的对应的DNA序列中进行各种改变，而不会明显丧失其生物活性。

[0165] 本领域中已知某些氨基酸可以被具有类似亲水指数或得分的其它氨基酸取代并

且仍产生具有类似生物活性的蛋白质，即仍获得生物功能等效蛋白。
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[0166] 如上文所概述的，氨基酸取代可以基于氨基酸侧链取代基的相对相似性，例如其

疏水性、亲水性、电荷、大小等。考虑到各种前述特性的示例性替代是本领域技术人员众所

周知的并且包含使用以下对的替代：精氨酸和赖氨酸；谷氨酸和天冬氨酸；丝氨酸和苏氨

酸；谷氨酰胺和天冬酰胺；以及缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸。

[0167] 糖基化变体

[0168] 在一些实施例中，本文所提供的ASTR被改变以增加或降低ASTR被糖基化的程度。

针对抗体以及ASTR的对应scFv的糖基化位点的添加或缺失可以通过改变氨基酸序列使得

一或多个糖基化位点得以产生或去除来方便地完成。

[0169] 茎

[0170] 在一些实施例中，CAR包含定位于细胞外的CAR的部分中并插入在ASTR与跨膜结构

域之间的茎。在一些实施例中，茎与野生型CD8α茎区(TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAA

GGAVHTRGLDFACD(SEQ  ID  NO：16))具有至少85、90、95、96、97、98、99或100％同一性，与野生

型CD28茎区(FCKIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKP(SEQ  ID  NO：3))具有至少

85、90、95、96、97、98、99或100％同一性或者与野生型免疫球蛋白重链茎区具有至少85、90、

95、96、97、98、99或100％同一性。在CAR中，所采用的茎允许抗原特异性靶向区，并且通常是

整个CAR，保持与靶抗原的结合增加。

[0171] 茎区的长度可以为约4个氨基酸到约50个氨基酸，例如约4aa到约10aa、约10aa到

约15aa、约15aa到约20aa、约20aa到约25aa、约25aa到约30aa、约30aa到约40aa或约40aa到

约50aa。

[0172] 在一些实施例中，CAR的茎包含至少一个半胱氨酸。例如，在一些实施例中，茎可以

包含序列Cys‑Pro‑Pro‑Cys(SEQ  ID  NO：4)。如果存在，第一CAR的茎中的半胱氨酸可用于与

第二CAR的茎形成二硫键。

[0173] 茎可以包含本领域已知的免疫球蛋白铰链区氨基酸序列；参见例如，Tan等人

(1990)《美国国家科学院院刊》87：162；以及Huck等人(1986)《核酸研究(Nucl .Acids 

Res.)》14：1779。作为非限制性实例，免疫球蛋白铰链区可以包含与以下氨基酸序列中任何

氨基酸序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50、60、70、75、80、85、

90、95、96、97、98、99或100％序列同一性的结构域：CPPC(SEQ  ID  NO：4)；DKTHT(SEQ  ID  NO：

5)；CPEPKSCDTPPPCPR(SEQ  ID  NO：6)(参见例如，Glaser等人(2005)《生物化学杂志》280：

41494)；ELKTPLGDTTHT(SEQ  ID  NO：7)；KSCDKTHTCP(SEQ  ID  NO：8)；KCCVDCP(SEQ  ID  NO：

9)；KYGPPCP(SEQ  ID  NO：10)；EPKSCDKTHTCPPCP(SEQ  ID  NO：11) (人IgGl铰链)；

ERKCCVECPPCP(SEQ  ID  NO：12)(人IgG2铰链)；ELKTPLGDTTHTCPRCP(SEQ  ID  NO：13)(人IgG3

铰链)；SPNMVPHAHHAQ(SEQ  ID  NO：14)(人IgG4铰链)；等等。茎可以包含具有人IgG1、IgG2、

IgG3或IgG4铰链区的氨基酸序列的铰链区。与野生型(天然存在的)铰链区相比，茎可以包

含一种或多种氨基酸取代和/或插入和/或缺失。例如，人IgG  1铰链的His229可以被Tyr取

代，使得茎包含序列EPKSCDKTYTCPPCP(SEQ  ID  NO：15)(参见例如，Yan等人(2012)《生物化

学杂志》287：5891)。

[0174] 在一些实施例中，CAR包含一个或多个另外的胞外多肽结构域。此类另外的胞外多

肽结构域包含但不限于亲和结构域、例如通过抗体测定或因为它是产生可检测信号的多肽

而其存在或活性可以被检测到的多肽(可检测标志物)以及识别或消除结构域，每一个都在
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本文的其它部分中更详细地描述。在一些实施例中，此类另外的胞外多肽结构域位于茎的N

端。在一些实施例中，此类另外的胞外多肽结构域位于茎的C端。在一些实施例中，另外的胞

外多肽结构与茎直接融合。在一些实施例中，多肽连接子将另外的细胞外多肽连接到茎。

[0175] 跨膜结构域

[0176] 本公开的CAR可以包含用于插入到真核细胞膜中的跨膜结构域。跨膜结构域可以

插入在ASTR与共刺激结构域之间。跨膜结构域可以插入在茎与共刺激结构域之间，使得嵌

合抗原受体包含，从氨基端(N端)到羧基端(C端)：ASTR；茎；跨膜结构域；以及激活结构域。

[0177] 提供将多肽插入到真核(例如，哺乳动物)细胞的细胞膜中的任何跨膜(TM)结构域

都适于本文所公开的各方面和实施例。

[0178] 在本文所提供的某些实施例中，本文所提供的包含CAR的任何方面的TM结构域是

CD8αTM结构域、CD8βTM结构域、CD4  TM结构域、C3Z  TM结构域、C134  TM结构域、CD7  TM结构

域、CD8  TM结构域、CD28  TM结构域、T细胞受体TM结构域的α链、T细胞受体CD3  TM结构域的β

链、T细胞受体TM结构域的ζ链、CD3εTM结构域、CD45  TM结构域、CD5  TM结构域、CD9  TM结构

域、CD16  TM结构域、CD22  TM结构域、CD33  TM结构域、CD37  TM结构域、CD64  TM结构域、CD80 

TM结构域、CD86  TM结构域、CD137  TM结构域、CD154  TM结构域、KIRDS2  TM结构域、CD2  TM结

构域、CD27  TM结构域、LFA‑1(CD11a、CD18)TM结构域、ICOS(CD278)TM结构域、GITR  TM结构

域、CD40  TM结构域、BAFFR  TM结构域、HVEM(LIGHTR)TM结构域、SLAMF7  TM结构域、NKp80

(KLRF1)TM结构域、CD160TM结构域、CD19TM结构域、IL2RβTM结构域、IL2RγTM结构域、IL7Ra 

TM结构域、VLA1  TM结构域、CD49a  TM结构域、ITGA1  TM结构域、ITGA4  TM结构域、ITGA6  TM

结构域、ITGAD  TM结构域、ITGAE  TM结构域、ITGAL  TM结构域、ITGAM  TM结构域、ITGAXTM结

构域、ITGB2  TM结构域、ITGB7  TM结构域、IA4  TM结构域、CD49D  TM结构域、VLA‑6TM结构域、

CD49fTM结构域、CD11d  TM结构域、CD103TM结构域、CD11aTM结构域、CD11b  TM结构域、CD11c 

TM结构域、ITGB1、CD29TM结构域、CD18TM结构域、TNFR2  TM结构域、DNAM1(CD226)TM结构域、

SLAMF4(CD244、2B4)TM结构域、CD84TM结构域、CD96(Tactile)TM结构域、TM结构域CEACAM1 

TM结构域、CRTAM  TM结构域、Ly9(CD229)TM结构域、CD160(BY55)TM结构域、PSGL1  TM结构

域、CD100(SEMA4D)TM结构域、SLAMF6(NTB‑A、Ly108)TM结构域、SLAM(SLAMF1、CD150、IPO‑3)

TM结构域、BLAME(SLAMF8)TM结构域、SELPLG(CD162)TM结构域、LTBR  TM结构域或PAG/Cbp 

TM结构域。本文所提供的CAR的说明性实施例包含CD8αTM结构域或CD28  TM结构域。适于本

文所提供的各方面或实施例中的任何方面或实施例的TM结构域的非限制性实例包含与以

下TM结构域或组合的茎和TM结构域中的任一个的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延

伸段具有至少50、60、70、75、80、85、90、95、96、97、98、99或100％序列同一性的结构域：a)

CD8αTM(SEQ  ID  NO：17)；b)CD8βTM(SEQ  ID  NO：18)；c)CD4  TM(SEQ  ID  NO：19)；d)CD3Z  TM

(SEQ  ID  NO：20)；e)CD28  TM(SEQ  ID  NO：21)；f)CD134(OX40)TM：(SEQ  ID  NO：22)；g)CD7 

TM(SEQ  ID  NO：23)；h)CD8茎和TM(SEQ  ID  NO：24)；以及i)CD28茎和TM(SEQ  ID  NO：25)。

[0179] 作为非限制性实例，本发明的方面的跨膜结构域与SEQ  ID  NO：17跨膜结构域可以

具有至少80％、90％或95％或可以具有100％序列同一性，或者可以分别与以下基因的任何

跨膜结构域具有100％序列同一性：CD8α跨膜结构域、CD8β跨膜结构域、CD4跨膜结构域、CD3

ζ跨膜结构域、CD28跨膜结构域、CD134跨膜结构域或CD7跨膜结构域。

[0180] 细胞内激活结构域
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[0181] 适于在本公开的CAR中使用的细胞内激活结构域在被激活时通常诱导一种或多种

细胞因子的产生；增加细胞死亡；和/或增加CD8+T细胞、CD4+T细胞、NKT细胞、γ8T细胞和/或

中性粒细胞的增殖。激活结构域(activating  domain)在本文中也可以被称为激活结构域

(activation  domain)。激活结构域可以用于本文所提供的CAR。

[0182] 在一些实施例中，细胞内激活结构域包含如下文所描述的至少一个(例如，一个、

两个、三个、四个、五个、六个等)ITAM基序。用于CAR的细胞内激活结构域可以包含若干类型

的免疫信号传导受体的细胞内信号传导结构域，所述免疫信号传导受体包含T细胞信号传

导蛋白，如CD3、B7家族共刺激和肿瘤坏死因子受体(TNFR)超家族受体；由如NKp30(B7‑H6)、

DAP12、NKG2D、NKp44、NKp46、DAP10和CD3z等NK和NKT细胞使用的信号传导结构域；以及含有

如FcRγ(FCER1G)、FcRβ(FCER1B)、FcγRI、FcγRIIA、FcγRIIC、FcγRIIIA和FcRL5等基于

免疫受体酪氨酸的激活基序(ITAM)的人免疫球蛋白受体的信号传导结构域。因此，在本公

开的各方面中的任何方面的CAR的某些实施例中，细胞内激活结构域是来自NKp30(B7‑H6)、

DAP12、NKG2D、NKp44、NKp46、DAP10、CD3z、FcγRI、FcγRIIA、FcγRIIC、FcγRIIIA或FcRL5

的信号传导结构域。这些在本文中分别被称为NKp30(B7‑H6)激活结构域、DAP12激活结构

域、NKG2D激活结构域、NKp44激活结构域、NKp46激活结构域、DAP10激活结构域、CD3z激活结

构域、FcγRI激活结构域、FcγRIIA激活结构域、FcγRIIC激活结构域、FcγRIIIA激活结构

域或FcRL5激活结构域。在一些实施例中，细胞内激活结构域包含DAP10/CD28型信号传导

链。作为非限制性实例，本发明的包含CAR的任何方面的细胞内激活结构域可以是CD3Z激活

结构域、CD3D激活结构域、CD3E激活结构域、CD3G激活结构域、CD79A激活结构域、DAP12激活

结构域、FCER1G激活结构域、DAP10/CD28激活结构域或ZAP70激活结构域。在一些实施例中，

本发明的方面的细胞内激活结构域与如下文所描述的CD3Z、CD3D、CD3E、CD3G、CD79A、

CD79B、DAP12、FCERlG、FCGR2A、FCGR2C、DAP10/CD28或ZAP70结构域可以具有至少80％、90％

或95％或可以具有100％序列同一性。

[0183] 适于本公开的CAR中使用的细胞内激活结构域包含含有基于免疫受体酪氨酸的激

活基序(ITAM)的细胞内信号传导多肽。ITAM基序是YX1X2L/I，其中X1和X2独立地为任何氨基

酸。在一些实施例中，CAR的细胞内激活结构域包含1、2、3、4或5个ITAM基序。在一些实施例

中，ITAM基序在细胞内激活结构域中重复两次，其中ITAM基序的第一个实例和第二个实例

由6到8个氨基酸例如(YX1X2L/I)(X3)n(YX1X2L/I)彼此分开，其中n是从6到8的整数，并且6到

8个X3中的每一个可以是任何氨基酸。在一些实施例中，CAR的细胞内激活结构域包含3个

ITAM基序。

[0184] 合适的细胞内激活结构域可以是源自含ITAM基序的多肽的含ITAM基序的部分。例

如，合适的细胞内激活结构域可以是来自任何含ITAM基序的蛋白质的含ITAM基序的结构

域。因此，合适的细胞内激活结构域不需要含有其源自的整个蛋白质的完整序列。合适的含

ITAM基序的多肽的实例包含但不限于：CD3Z(CD3ζ)；CD3D(CD3δ)；CD3E(CD3ε)；CD3G(CD3

γ)；CD79A(抗原受体复合物相关蛋白α链)；CD79B(抗原受体复合物相关蛋白β链)DAP12；以

及FCERlG(Fcε受体Iγ链)。

[0185] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自T细胞表面糖蛋白CD3ζ链(也被称为

CD3Z、T细胞受体T3ζ链、CD247、CD3‑ZETA、CD3H、CD3Q、T3Z、TCRZ等)。例如，合适的细胞内激

活结构域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨
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基酸序列(2个同种型(isoform))的任一个氨基酸序列的约100个氨基酸到约110个氨基酸

(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约130aa、约130aa到约140aa、约

140aa到约150aa或约150aa到约160aa的连续延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：

[0186] MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSFGLLDPKLCYLLDGILFIYGVILTALFLRVKFSRSADAPAYQQGQ

NQL[YNELNLGRREEYDVL]DKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGL[YNELQKDKMAEAYSEIIGMKGERRRGKGHDGL

[YQGLSTATKDTYDAL]HMQALPPR(SEQID  NO：26)或MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSFGLLDPKLCYLLD

GILFIYGVILTALFLRVKFSRSADAPAYQQGQNQL[YNELNLGRREEYDVL]DKRRGRDPEMGGKPQRRKNPQEGL

[YNELQKDKMAEAYSEI]GMKGERRRGKGHDGL[YQGLSTATKDTYDAL]HMQALPPR(SEQ  ID  NO：27)，其中

ITAM基序用括号括起来。

[0187] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包含有全长CD3ζ氨基酸序列的一部分的

ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或

所有氨基酸的延伸段或与以下氨基酸序列中的任一个氨基酸序列的约100个氨基酸到约

110个氨基酸(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约130aa、约130aa到

约140aa、约140aa到约150aa或约150aa到约160aa的连续延伸段具有至少50％、60％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：

[0188] RVKFSRSADAPAYQQGQNQL[YNELNLGRREEYDVL]DKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGL

[YNELQKDKMAEAYSEI]GMKGERRRGKGHDGL[YQGLSTATKDTYDAL]HMQALPPR(SEQ  ID  NO：28)；

RVKFSR SADAPAYQQGQNQL[YNELNLGRREEYDVL]DKRRGR DPEMGGKPQRRKNPQEGL

[YNELQKDKMAEAYSEI]GMKGERRRGKGHDGL[YQGLSTATKDTYDAL]HMQALPPR(SEQ  ID  NO：29)；NQL

[YNELNLGRREEYDVL]DKR(SEQ  ID  NO：30)；EGL[YNELQKDKMAEAYSEI]GMK(SEQ  ID  NO：31)；或

DGL[YQGLSTATKDTYDAL]HMQ(SEQ  ID  NO：32)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0189] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自T细胞表面糖蛋白CD3δ链(也被称为

CD3D；CD3‑DELTA；T3D；CD3抗原，δ亚基；CD3δ；CD3d抗原，δ多肽(TiT3复合物)；OKT3，δ链；T细

胞受体T3δ链；T细胞表面糖蛋白CD3δ链；等)。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以

下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨基酸序列中的任一个氨

基酸序列的约100个氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、

约120aa到约130aa、约130aa到约140aa、约140aa到约150aa或约150aa到约160aa的连续延

伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％序列同一性的结构域：MEHSTFLSGLVLATLLSQVSPFKIPIEELEDRVFVNCNTSITWVEGTVGTLL

SDITRLDLGKRILDPRGIYRCNGTDIYKDKESTVQVHYRMCQSCVELDPATVAGIIVTDVIATLLLALGVFCFAGH

ETGRLSGAADTQALLRNDQV[YQPLRDRDDAQYSHL]GGNWARNK(SEQ  ID  NO：33)或MEHSTFLSGLVLATL

LSQVSPFKIPIEELEDRVFVNCNTSITWVEGTVGTLLSDITRLDLGKRILDPRGIYRCNGTDIYKDKESTVQVHYR

TADTQALLRNDQV[YQPLRDRDDAQYSHL]GGNWARNK(SEQ  ID  NO：34)，其中ITAM基序在括号中列

出。

[0190] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长CD3δ氨基酸序列的一部分的

ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20个

或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：DQV[YQPLRDRDDAQYSHL]GGN(SEQ  ID  NO：
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35)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0191] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自T细胞表面糖蛋白CD3ε链(也被称为

CD3e、T细胞表面抗原T3/Leu‑4ε链，T细胞表面糖蛋白CD3ε链，AI504783，CD3，CD3ε、T3e等)。

因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸

的延伸段或与以下氨基酸序列的约100个氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约

115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约130aa、约130aa到约140aa、约140aa到约150aa或约

150aa到约160aa的连续延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：MQSGTHWRVLGLCLLSVGVWGQDGNEEMGGI

TQTPYKVSISGTTVILTCPQYPGSEILWQHNDKNIGGDEDDKNIGSDEDHLSLKEFSELEQSGYYVCYPRGSKPED

ANFYLYLRARVCENCMEMDMSVATIVIVDICITGGLLLLVYYWSKNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPPVP

NPD[YEPIRKGQRDLYSGL]NQRRI(SEQ  ID  NO：36)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0192] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长CD3ε氨基酸序列的一部分的

ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20个

或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：NPD[YEPIRKGQRDLYSGLINQR(SEQ  ID  NO：

37)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0193] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自T细胞表面糖蛋白CD3γ链(也被称为

CD3G、T细胞受体T3γ链、CD3‑GAMMA、T3G、γ多肽(TiT3复合物)等)。因此，合适的细胞内激

活结构域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨

基酸序列的约100个氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、

约120aa到约130aa、约130aa到约140aa、约140aa到约150aa或约150aa到约160aa的连续延

伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％序列同一性的结构域：MEQGKGLAVLILAIILLQGTLAQSIKGNHLVKVYDYQEDGSVLLTCDAEAKN

ITWFKDGKMIGFLTEDKKKWNLGSNAKDPRGMYQCKGSQNKSKPLQVYYRMCQNCIELNAATISGFLFAEIVSIFV

LAVGVYFIAGQDGVRQSRASDKQTLLPNDQL[YQPLKDREDDQYSHL]QGNQLRRN(SEQ  ID  NO：38)，其中

ITAM基序在括号中列出。

[0194] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长CD3γ氨基酸序列的一部分

的ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20

个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：DQL[YQPLKDREDDQYSHLIQGN(SEQ  ID  NO：

39)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0195] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自CD79A(也被称为B细胞抗原受体复合物

相关蛋白α链；CD79a抗原(免疫球蛋白相关α)；MB‑1膜糖蛋白；Ig‑α；膜结合免疫球蛋白相关

蛋白；表面IgM相关蛋白；等)。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列的至少

10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨基酸序列中的任一个氨基酸序列的约

100个氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约

130aa、约130aa到约140aa、约140aa到约150aa或约150aa到约160aa的连续延伸段具有至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性

的结构域：MPGGPGVLQALPATIFLLFLLSAVYLGPGCQALWMHKVPASLMVSLGEDAHFQCPHNSSNNANVTWW
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RVLHGNYTWPPEFLGPGEDPNGTLIIQNVNKSHGGIYVCRVQEGNESYQQSCGTYLRVRQPPPRPFLDMGEGTKNR

IITAEGIILLFCAVVPGTLLLFRKRWQNEKLGLDAGDEYEDENL[YEGLNLDDCSMYEDI]

SRGLQGTYQDVGSLNIGDVQLEKP(SEQ  ID  NO：40)或MPGGPGVLQALPATIFLLFLLSAVYLGPGCQALWMH

KVPASLMVSLGEDAHFQCPHNSSNNANVTWWRVLHGNYTWPPEFLGPGEDPNEPPPRPFLDMGEGTKNRIITAEGI

I L L F C A V V P G T L L L F R K R W Q N E K L G L D A G D E Y E D E N L [ Y E G L N L D D C S M Y E D I ]

SRGLQGTYQDVGSLNIGDVQLEKP(SEQ  ID  NO：41)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0196] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长CD79A氨基酸序列的一部分

的ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20

个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：ENL[YEGLNLDDCSMYEDI]SRG(SEQ  ID  NO：

42)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0197] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自DAP12(也被称为TYROBP；TYRO蛋白酪氨

酸激酶结合蛋白；KARAP；PLOSL；DNAX激活蛋白12；KAR相关蛋白；TYRO蛋白酪氨酸激酶结合

蛋白；杀伤激活受体相关蛋白；杀伤激活受体相关蛋白；等)。例如，合适的细胞内激活结构

域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨基酸序

列(4个同种型)的任一个氨基酸序列的约100个氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约

115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约130aa、约130aa到约140aa、约140aa到约150aa或约

150aa到约160aa的连续延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：MGGLEPCSRLLLLPLLLAVSGLRPVQAQAQS

DCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPRGRGAAEAATRKQRITETESP[YQELQGQRSDVYSDL]

NTQRPYYK(SEQ  ID  NO：43)，MGGLEPCSRLLLLPLLLAVSGLRPVQAQAQSDCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVL

TVLIALAVYFLGRLVPRGRGAAEATRKQRITETESP[YQELQGQRSDVYSDL]NTQ(SEQ  ID  NO：44)，MGGLE

PCSRLLLLPLLLAVSDCSCSTVSPGVLAGIVMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPRGRGAAEAATRKQRITETESP

[YQELQGQRSDVYSDL]NTQRPYYK(SEQ  ID  NO：45)或MGGLEPCSRLLLLPLLLAVSDCSCSTVSPGVLAGI

VMGDLVLTVLIALAVYFLGRLVPRGRGAAEATRKQRITETESP[YQELQGQRSDVYSDL]NTQRPYYK(SEQ  ID 

NO：46)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0198] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长DAP12氨基酸序列的一部分

的ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20

个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：ESP[YQELQGQRSDVYSDLINTQ(SEQ  ID  NO：

47)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0199] 在一些实施例中，细胞内激活结构域源自FCERlG(也被称为FCRG；Fcε受体Iγ链；

Fc受体γ链；fc‑εRI‑γ；fcRγ；fceRIγ；高亲和力免疫球蛋白ε受体亚基γ；免疫球蛋白E

受体，高亲和力，γ链；等)。例如，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列的至少10

个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与以下氨基酸序列的约50个氨基酸到约60个氨基

酸(aa)、约60aa到约70aa、约70aa到约80aa或约80aa到约88aa的连续延伸段具有至少50％、

60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构

域：MIPAVVLLLLLLVEQAAALGEPQLCYILDAILFLYGIVLTLLYCRLKIQVRKAAITSYEKSDGV

[YTGLSTRNQETYETL]KHEKPPQ(SEQ  ID  NO：48)，其中ITAM基序在括号中列出。
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[0200] 同样，合适的细胞内激活结构域多肽可以包括有全长FCER1G氨基酸序列的一部分

的ITAM基序。因此，合适的细胞内激活结构域可以包含与以下序列中的至少10个、15个、20

个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域：DGV[YTGLSTRNQETYETLIKHE(SEQ  ID  NO：

49)，其中ITAM基序在括号中列出。

[0201] 适于本公开的CAR中使用的细胞内激活结构域包含DAP10/CD28型信号传导链。

DAP10信号传导链的实例是氨基酸SEQ  ID  NO：50。在一些实施例中，合适的细胞内激活结构

域包含与SEQ  ID  NO：50中的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、

60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构

域。

[0202] CD28信号传导链的实例是氨基酸序列SEQ  ID  NO：51。在一些实施例中，合适的细

胞内结构域包含与SEQ  ID  NO：51的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性

的结构域。

[0203] 适于在本公开的CAR中使用的细胞内激活结构域ZAP70多肽，例如合适的细胞内激

活结构域可以包含与以下序列的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段或与SEQ  ID 

NO：52的约300个氨基酸到约400个氨基酸、约400个氨基酸到约500个氨基酸或约500个氨基

酸到619个氨基酸的连续延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。

[0204] 分裂CAR

[0205] 在说明性实施例中，CAR被表达为包含ASTR(即配体结合结构域)、跨膜结构域和细

胞内激活结构域的单个全长融合多肽。在其它实施例中，ASTR、跨膜结构域和激活结构域在

分裂CAR设计中非共价连接。在一些实施例中，CAR被表达为两个非共价缔合的多肽。在一些

实施例中，CAR被表达为3个或更多个非共价缔合的多肽。

[0206] 在一些分裂CAR实施例中，识别HER2的ASTR不与跨膜结构域共价结合。在一些实施

例中，识别HER2的ASTR与多肽相互作用结构域融合，所述多肽相互作用结构域能够与包括

跨膜结构域和细胞内激活结构域的融合多肽的胞外结构域中的同源相互作用结构域缔合。

在一些实施例中，这些融合多肽之间的相互作用是直接的。在一些实施例中，所述相互作用

是由亮氨酸拉链基序介导的。在一些实施例中，这两种多肽的相互作用是由第三种多肽或

小分子介导的。

[0207] 在一些分裂CAR实施例中，第一多肽包括ASTR和跨膜结构域，并且第二多肽包括细

胞内激活结构域。在一些实施例中，第一多肽包含缺乏共价连接的细胞内激活结构域的细

胞内结构域。在一些实施例中，第二多肽是膜结合的。在一些实施例中，第二多肽在细胞质

中扩散。在一些实施例中，第一多肽和第二多肽通过其跨膜结构域非共价缔合。在一些实施

例中，第二多肽在细胞质中扩散并且与第一多肽的细胞内结构域缔合。

[0208] 调节结构域

[0209] 调节结构域可以改变CAR中的细胞内激活结构域的作用，包含增强或抑制激活结

构域的下游效应或改变应答的性质。一个、两个、三个、四个或更多个不同的调节结构域，或

相同调节结构域的一个、两个、三个、四个或更多个拷贝可以包含在本文所提供的CAR中。适
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于在本公开的CAR中使用的调节结构域包含共刺激结构域，所述共刺激结构域是包含在本

文所提供的某些示例性CAR实施例中的任选的CAR结构域。适于包含在CAR中的调节结构域

的长度可以为约30个氨基酸到约70个氨基酸(aa)，例如，调节结构域的长度可以为约30aa

到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa、约45aa到约50aa、约50aa到约55aa、约55aa到

约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约70aa。在其它情况下，调节结构域的长度可以为约

70aa到约100aa、约100aa到约200aa或大于200aa。

[0210] 共刺激结构域通常增强和/或改变对激活结构域的应答的性质。适于在本公开的

CAR中使用的共刺激结构域通常是源自受体的多肽。在一些实施例中，共刺激结构域同二聚

化。主题共刺激结构域可以是跨膜蛋白的细胞内部分(即，共刺激结构域可以源自跨膜蛋

白)。在一些实施例中，本文所提供的任何CAR可以包含共刺激结构域。在一些实施例中，共

刺激结构域可以包含与至少10、15、20、25、30、35、40、45或50个氨基酸的延伸段具有至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性

的结构域，或以下各项的共刺激结构域：4‑1BB(CD137)、B7‑HCDR3、CD2、CD7、CD27、CD28、因

Lck结合而缺失的CD28(ICΔ)、CD30、CD40、ICOS、OX40、BTLA、GITR、HVEM、ICAM‑1、LFA‑1

(CD11a/CD18)、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、与CD83特异性结合的配体、CDS、BAFFR、SLAMf7、NKP80

(KLRF1)、CD4、CD8α、CD8β、IL2Rβ、IL2Rγ、IL7Rα、ITGA4、ITGA6、ITGAD、ITGAE、ITGAL、ITGAM、

ITGAX、ITGB1、ITGB2、ITGB7、IA4、VLA1、VLA‑6、C49f、CD11a、CD11b、CD11c、CD11d、CD18、

CD19、CD29、CD49a、CD49D、CD69、CD84、CD96(Tactile)、CD103、CD160(BY55)、CRLF2、CSF2RB、

CSF2RA、CSF3R、EPOR、LFA‑1、TNFR2、TRANCE/RANKL、DNAM1(CD226)、FCGRA2、GHR、SLAMF4

(C244、2B4)、CEACAM1、CRTAM、Ly9(CD229)、PD‑1、PSGL1、C100(SEMA4D)、SLAMF6(NTB‑A、

Ly108)、SLAM(SLAMF1、CD150、IPO‑3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD162)、ITBR、LAT、GADS、

PAG/Cbp、SLP‑76、TILR2、TILR4、TILR7、TILR9、Fc受体γ链、Fc受体ε链、IFNAR1、IFNAR2、

IFNGR1、IFNGR2、IFNLR1、IL1R1、IL1RAP、IL1RL1、IL1RL2、IL2RA、IL2RB、IL2RG、IL3RA、IL4R、

IL5RA、IL6R、IL6ST、IL9R、IL10RA、IL10RB、IL11RA、IL12RB1、IL12RB2、IL13RA1、IL13RA2、

IL15RA、IL17RA、IL17RB、IL17RC、IL17RD、IL17RE、IL18R1、IL18RAP、IL20RA、IL20RB、IL21R、

IL22RA1、IL23R、IL27RA、IL31RA、LEPR、LIFR、LMP1、MPL、MYD88、OSMR或PRLR或其功能突变体

和/或片段。

[0211] 适于包含在CAR中的共刺激结构域的长度可以为约30个氨基酸到约70个氨基酸

(aa)，例如，共刺激结构域的长度可以为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约

45aa、约45aa到约50aa、约50aa到约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约

70aa。在其它情况下，共刺激结构域的长度可以为约70aa到约100aa、约100aa到约200aa或

大于200aa。

[0212] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白CD137的细胞内部分(也被称为

TNFRSF9；CD137；4‑1BB；CDwLCDR37；ILA；等)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID 

NO：53中的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些实施例

中的一些实施例中，共刺激结构域的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约

45aa、约45aa到约50aa、约50aa到约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约

70aa。
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[0213] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白CD28的细胞内部分(也被称为

Tp44)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：54中的至少10个、15个、20个或所

有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些实施例中的一些实施例中，共刺激结构域

的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa、约45aa到约50aa、约50aa到

约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约70aa。

[0214] 在一些实施例中，共刺激结构域源自因Lck结合而缺失的跨膜蛋白CD28(ICΔ)的

细胞内部分。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：55中的至少10个、15个、20

个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些实施例中的一些实施例中，共刺激结

构域的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa、约45aa到约50aa、约

50aa到约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约70aa。

[0215] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白ICOS的细胞内部分(也被称为

AILIM、CD278和CVIDl)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：56中的至少10

个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些实施例中的一些实施例

中，共刺激结构域的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa、约45aa到

约50aa、约50aa到约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约70aa。

[0216] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白OX40的细胞内部分(也被称为

TNFRSF4、RP5‑902P8.3、ACT35、CD134、OX‑40、TXGPlL)。OX40在残基34‑57处含有p85  PI3K结

合基序，并且在残基76‑102处含有TRAF结合基序，SEQ  ID  NO：84中的每一个。在一些实施例

中，共刺激结构域可以包含OX40的p85  PI3K结合基序。在一些实施例中，共刺激结构域可以

包含OX40的TRAF结合基序。对应于SEQ  ID  NO：84的氨基酸17和41的赖氨酸是用作泛素靶向

基序的一部分的潜在的负调节位点。在一些实施例中，OX40的共刺激结构域中的这些赖氨

酸中的一个或两个是突变的精氨酸或另一种氨基酸。在一些实施例中，合适的共刺激结构

域可以包含与SEQ  ID  NO：57中的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性

的结构域。在这些实施例中的一些实施例中，共刺激结构域的长度为约20aa到约25aa、约

25aa到约30aa、30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa或约45aa到约50aa。在说

明性实施例中，共刺激结构域的长度为约20aa到约50aa，例如20aa到45aa或20aa到42aa。

[0217] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白CD27细胞内部分(也被称为S  152、T 

14、TNFRSF7和Tp55)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：58中的至少10个、

15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些实施例中的一些实施例中，共

刺激结构域的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa或约45aa到约

50aa。

[0218] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白BTLA的细胞内部分(也被称为BTLA1

和CD272)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：59中的至少10个、15个、20个

或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、
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97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。

[0219] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白CD30细胞内部分(也被称为

TNFRSF8、D1S166E和Ki‑1)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：60的约100个

氨基酸到约110个氨基酸(aa)、约110aa到约115aa、约115aa到约120aa、约120aa到约130aa、

约130aa到约140aa、约140aa到约150aa、约150aa到约160aa或约160aa到约185aa的延伸段

具有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序

列同一性的结构域。

[0220] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白GITR的细胞内部分(也被称为

TNFRSF18、RP5‑902P8.2、AITR、CD357和GITR‑D)。例如，合适的共刺激结构域可以包含与SEQ 

ID  NO：61中的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。在这些

实施例中的一些实施例中，共刺激结构域的长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约

40aa到约45aa、约45aa到约50aa、约50aa到约55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约

65aa到约70aa。

[0221] 在一些实施例中，共刺激结构域源自跨膜蛋白HVEM的细胞内部分(也被称为

TNFRSF14、RP3‑395M20.6、ATAR、CD270、HVEA、HVEM、LIGHTR和TR2)。例如，合适的共刺激结构

域可以包含与SEQ  ID  NO：62中的至少10个、15个、20个或所有氨基酸的延伸段具有至少

50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性

的结构域。在这些实施例中的一些实施例中，第一多肽和第二多肽两者的共刺激结构域的

长度为约30aa到约35aa、约35aa到约40aa、约40aa到约45aa、约45aa到约50aa、约50aa到约

55aa、约55aa到约60aa、约60aa到约65aa或约65aa到约70aa。

[0222] 连接子

[0223] 在一些实施例中，CAR包含任何两个相邻结构域之间的连接子。例如，连接子可以

介于跨膜结构域与第一共刺激结构域之间。作为另一个实例，ASTR可以是抗体并且连接子

可以介于重链与轻链之间。作为另一个实例，连接子可以介于ASTR与跨膜结构域和共刺激

结构域之间。作为另一个实例，连接子可以介于第二多肽的共刺激结构域与细胞内激活结

构域之间。作为另一个实例，连接子可以介于ASTR与细胞内信号传导结构域之间。

[0224] 连接肽可以具有多个氨基酸序列中的任一个。蛋白质可以通过通常具有柔性性质

的间隔肽连接，但不排除其它化学键。连接子可以是长度介于约1个与约100个氨基酸之间，

或介于约1个与约25个氨基酸之间的肽。这些连接子可以通过使用合成的、编码连接子的寡

核苷酸来偶联蛋白质而产生。可以使用具有一定柔性的肽连接子。连接肽实际上可以具有

任何氨基酸序列，记住：合适的连接子将具有产生一般柔性肽的序列。使用如甘氨酸和丙氨

酸等小型氨基酸在产生柔性肽方面是有用的。这种序列的产生对于本领域技术人员来说是

常规的。

[0225] 合适的连接子可以容易地选择，并且可以是具有如1个氨基酸(例如，Gly)到50个

氨基酸、2个氨基酸到35个氨基酸、5个氨基酸到30个氨基酸、15个氨基酸到30个氨基酸、2个

氨基酸到15个氨基酸、3个氨基酸到12个氨基酸，包含4个氨基酸到10个氨基酸、5个氨基酸

到9个氨基酸、6个氨基酸到8个氨基酸或7个氨基酸到8个氨基酸等不同长度的合适的连接

子中的任一个，并且可以是1个氨基酸、2个氨基酸、3个氨基酸、4个氨基酸、5个氨基酸、6个
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氨基酸或7个氨基酸。

[0226] 示例性柔性连接子包含甘氨酸聚合物(G) n、甘氨酸‑丝氨酸聚合物(包含例如

(GS)n、(GGS)n、(GSGGS)n、(GGGS)n和(GGGGS)n，其中n是为至少一的整数)、甘氨酸‑丙氨酸聚

合物、丙氨酸‑丝氨酸聚合物和本领域已知的其它柔性连接子。甘氨酸和甘氨酸‑丝氨酸聚

合物是所关注的，因为这些氨基酸中的两个氨基酸都是相对非结构化的，并且因此可以充

当组分之间的中性系链。甘氨酸聚合物特别受关注，因为甘氨酸比甚至丙氨酸获得显著更

多的phi‑psi空间，并且比具有较长侧链的残基的限制要少得多(参见Scheraga，《计算化学

综述(Rev.Computational  Chem .)》11173‑142(1992))。示例性柔性连接子包含但不限于

GSTSGSGKPGSGEGS (SEQ  ID  NO：1)、RTGSTSGSGKPGSGEGS (SEQ  ID  NO：249)、

GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ  ID  NO：144)、GGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO：63)、

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO：64)、GGGGSGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO：65)、

GGSG(SEQ  ID  NO：66)、GGSGG(SEQ  ID  NO：67)、GSGSG(SEQ  ID  NO：68)、GSGGG(SEQ  ID  NO：

69)、GGGSG(SEQ  ID  NO：70)、GSSSG(SEQ  ID  NO：71)、GS、GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS(SEQ  ID 

NO：152)等。在某些说明性实施例中，ASTR的重链可变区与轻抗体链可变区之间的连接子介

于5个与50个、5个与30个、5个与20个、10个与20个、10个与30个、15个与30个或5个与15个氨

基酸之间并且包含GGGS的重复。普通技术人员将认识到，与上文描述的任何要素缀合的肽

的设计可以包含完全或部分柔性的连接子，使得所述连接子可以包含柔性连接子以及赋予

较少柔性结构的一个或多个部分。

[0227] 核酸

[0228] 本文公开了核酸用于各种方法。此外，编码本文所公开的任何CAR的分离的核酸是

本文所提供的单独的方面和实施例。例如，一方面，本文提供了一种编码用于结合HER2的嵌

合抗原受体(CAR)的分离的核酸，所述CAR包括：

[0229] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0230] b)跨膜结构域；以及

[0231] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；所

述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY

(SEQ  ID  NO：133)；并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、

LCDR2和LCDR3的三个CDR，其中：所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；所述

LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：

143)，其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E。

[0232] 考虑了编码本文所提供的任何CAR的许多其它核酸方面和实施例。例如，在本文中

的示例性实施例部分中提供了另外的非限制性实例。技术人员理解，可以使用基因密码设

计编码本文所提供的任何CAR多肽的核酸。

[0233] 在本文所公开的实施例中的任何实施例中，编码CAR的核酸，包含但不限于此类

CAR的ASTR，可以通过对核酸序列的修饰(包含密码子优化和对剪接供体和受体位点的去

除)来优化以在人细胞中表达。在本文中的说明性实施例中，基准抗体重链可变区(SEQ  ID 

NO：119)由核酸序列SEQ  ID  NO：145编码，其中HCDR1由核苷酸76到105编码，HCDR2由核苷酸
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148到198编码，并且HCDR3由核苷酸295到327编码。在本文中的说明性实施例中，抗体重链

可变区是突变体R050K(SEQ  ID  NO：124)并且由核酸序列SEQ  ID  NO：146编码。在本文中的

说明性实施例中，抗体重链可变区是突变体R059E(SEQ  ID  NO：123)并且由核酸序列SEQ  ID 

NO：147编码。在本文中的说明性实施例中，抗体重链可变区具有突变体R050K/R059E(SEQ 

ID  NO：125)。在本文中的说明性实施例中，基准抗体轻链可变区(SEQ  ID  NO：122)由核酸序

列SEQ  ID  NO：148编码，其中LCDR1由核苷酸70到102编码，LCDR2由核苷酸148到168编码，并

且LCDR3由核苷酸265到291编码。在本文中的说明性实施例中，抗体轻链可变区是突变体

A032D(SEQ  ID  NO：128)并且由核酸序列SEQ  ID  NO：149编码。在本文中的说明性实施例中，

抗体轻链可变区是突变体H091D(SEQ  ID  NO：127)并且由核酸序列SEQ  ID  NO：150编码。在

本文中的说明性实施例中，抗体轻链可变区是突变体H091E(SEQ  ID  NO：126)并且由核酸序

列SEQ  ID  NO：151编码。在本文中的说明性实施例中，抗体重链可变区具有突变体A032/

H091D(SEQ  ID  NO：129)。在本文中的说明性实施例中，抗体重链可变区具有突变体A032/

H091E(SEQ  ID  NO：130)。在说明性实施例中，对于上文提供的编码重链可变区突变体的核

酸，轻链可变区是SEQ  ID  NO：148。在说明性实施例中，对于上文提供的编码轻链可变区突

变体的核酸，重链可变区是SEQ  ID  NO：145。

[0234] 核酸在一些实施例中是DNA，包含例如编码任何抗HER2  CAR的重组表达载体，并且

在说明性实施例中，本文所提供的CAB‑CAR，例如呈分离形式或作为T细胞或NK细胞的基因

组的全部或部分。核酸在一些实施例中是DNA编码任何抗HER2  CAR的RNA，并且在说明性实

施例中，本文所提供的CAB‑CAR，例如呈分离形式或作为包装细胞系、T细胞或NK内的逆转录

病毒基因组或表达的转录物。在一些实施例中，核酸可以是分离的。如本文所用，术语“分离

的”意指将材料从其原始环境(例如，如果其天然存在的话，自然环境)中去除。例如，存在于

活动物中的天然存在的多核苷酸或在其它实施例中多肽不是分离的，但是从天然系统中的

一些或全部共存材料分离的相同的多核苷酸或多肽是分离的。此类多核苷酸可以是载体的

一部分和/或此类多核苷酸或多肽可以是组合物的一部分，并且仍然是分离的，因为此类载

体或组合物不是其天然环境的一部分。例如，分离的核酸可以是表达载体的一部分，在说明

性实施例中，所述表达载体可以是无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。

[0235] 编码多肽(例如，本公开的CAR)的核苷酸序列可以与转录控制元件，例如启动子和

增强子等可操作地连接。在此类构建体中，转录控制元件指导和/或调节可操作连接的多肽

(例如，CAR)的表达。为了在真核细胞中表达，如例如用于制备重组逆转录病毒颗粒的包装

细胞系，合适的启动子包含但不限于轻链和/或重链免疫球蛋白基因启动子和增强子元件；

巨细胞病毒立即早期启动子；单纯疱疹病毒胸苷激酶启动子；早期和晚期SV40启动子；存在

于逆转录病毒的长末端重复序列中的启动子；小鼠金属硫蛋白‑I启动子；以及各种本领域

已知的组织特异性启动子。在一些实施例中，启动子是CD8细胞特异性启动子、CD4细胞特异

性启动子、嗜中性粒细胞特异性启动子或NK特异性启动子。启动子在靶细胞中可以是组成

型活性的或可诱导的。例如，可以使用CD4基因启动子；参见例如，Salmon等人(1993)《美国

国家科学院院刊》90：7739；以及Marodon等人(2003)《血液(Blood)》101：3416。作为另一个

实例，可以使用CD8基因启动子。例如，对于在T细胞中的表达，启动子可以是EF1α启动子或

小鼠干细胞病毒(MSCV)启动子(Jones等人，《人基因疗法(Human  Gene  Therapy)》(2009)

20：630‑40)。在说明性实施例中，所述启动子是T细胞特异性CD3ζ启动子。NK细胞特异性表
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达可以通过使用Neri(p46)启动子来实现；参见例如，Eckelhart等人(2011)《血液》117：

1565。合适的可逆启动子，包含可逆诱导型启动子是本领域已知的。此类可逆启动子可以分

离自和源自许多生物体例如真核生物和原核生物中。对源自第一生物体的可逆启动子进行

修饰以用于第二生物，例如第一原核生物和第二真核生物、第一真核生物和第二原核生物

等，在本领域中是众所周知的。此类可逆启动子和基于此类可逆启动子但还包括另外的控

制蛋白的系统包含但不限于醇调节的启动子(例如，醇脱氢酶I(alcA)基因启动子、对醇反

式激活蛋白 (A l c R) 具有应答性的 启动子等)、四环素调节启动子 (例如，包含

TetActivators、TetON、TetOFF等的启动子系统)、类固醇调节启动子(例如，大鼠糖皮质激

素受体启动子系统、人雌激素受体启动子系统、类视黄醇启动子系统、甲状腺启动子系统、

蜕皮激素启动子系统、米非司酮启动子系统等)、金属调节启动子(例如，金属硫蛋白启动子

系统等)、发病机制相关的调节启动子(例如，水杨酸调节启动子、乙烯调节启动子、苯并噻

二唑调控启动子等)、温度调节启动子(例如，热休克诱导型启动子(例如，HSP‑70、HSP‑90、

大豆热休克启动子等)、光调节启动子、合成诱导型启动子等。本文提供了对用于各种方法

和作为单独方面的合适启动子的进一步讨论。

[0236] 编码本公开的CAR的分离的核苷酸序列可以存在于真核表达载体中。表达载体可

以包含选择标志物、复制起点和提供对载体的复制和/或维持以及转基因表达的其它特征。

例如，表达载体通常包含与转基因可操作地连接的启动子。合适的表达载体是本领域已知

的并且包含例如质粒和病毒载体。在一些实施例中，表达载体是重组逆转录病毒颗粒，如本

文详细公开的。

[0237] 包含多核苷酸、核酸序列和/或转录单元和/或包含它们的载体的各个方面和实施

例进一步包含Kozak型序列(在本文中也被称为Kozak相关序列)、土拨鼠肝炎病毒转录后调

节元件(WPRE)和双重终止密码子或三重终止密码子中的一种或多种，其中所述双重终止密

码子或所述三重终止密码子中的一个或多个终止密码子定义对一个或多个转录单元中的

至少一个转录单元的读取的终止。在某些实施例中，多核苷酸、核酸序列和/或转录单位和/

或包含它们的载体，进一步包含在一个或多个转录单元中的至少一个转录单元的起始密码

子上游10个核苷酸内具有5′核苷酸的Kozak型序列。Kozak确定699个脊椎动物mRNA的Kozak

共有序列(GCC)GCCRCCATG(SEQ  ID  NO：107)，其中R是嘌呤(A或G)(Kozak.《核酸研究》1987

年10月26日；15(20)：8125‑48)。在一个实施例中，Kozak型序列是或包含CCACCAT/UG(G)

(SEQ  ID  NO：108)、CCGCCAT/UG(G)(SEQ  ID  NO：109)、GCCGCCGCCAT/UG(G)(SEQ  ID  NO：110)

或GCCGCCACCAT/UG(G)(SEQ  ID  NO：111)(其中括号中的核苷酸表示任选的核苷酸，并且由

斜线分隔的核苷酸指示所述位置处不同可能的核苷酸，例如取决于核酸是DNA还是RNA)。在

包含AU/TG起始密码子的这些实施例中，A可以被视为是位置0。在某些说明性实施例中，‑3

和+4处的核苷酸是相同的，例如‑3和+4核苷酸可以是G。在另一个实施例中，Kozak型序列在

ATG上游的第3位置包含A或G，其中ATG是起始密码子。在另一个实施例中，Kozak型序列在

AUG上游的第3位置包含A或G，其中AUG是起始密码子。在说明性实施例中，Kozak序列是

(GCC)GCCRCCATG(SEQ  ID  NO：107)，其中R是嘌呤(A或G)。在说明性实施例中，Kozak型序列

是GCCGCCACCAUG(SEQ  ID  NO：112)。在可以与包含Kozak型序列的前述实施例和/或包含三

重终止密码子的以下实施例组合的另一个实施例中，多核苷酸包含WPRE元件。WPRE已在本

领域中表征(参见例如(Higashimoto等人，《基因疗法(Gene  Ther.)》2007；14：1298))并且
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如在WO2019/055946中所展示的)。在一些实施例中，WPRE元件定位于一个或多个转录单元

的终止密码子的3′和多核苷酸的3′LTR的5′。在可以与前述实施例中的一个或两个实施例

组合的另一个实施例中(即其中多核苷酸包含Kozak型序列的实施例和/或其中多核苷酸包

含WPRE的实施例)，一个或多个转录单元以双重终止密码子或三重终止密码子中的一个或

多个终止密码子终止，其中双重终止密码子包含第一阅读框中的第一终止密码子和第二阅

读框中的第二终止密码子，或框中的第一终止密码子与第二终止密码子，并且其中所述三

重终止密码子包含第一阅读框中的第一终止密码子、第二阅读框中的第二终止密码子和第

三阅读框中的第三重终止密码子，或框中的第一终止密码子与第二终止密码子和第三终止

密码子。

[0238] 本文中的三重终止密码子包含三个终止密码子，每个阅读框中一个，彼此相距10

个核苷酸，并且优选地具有重叠序列，或者在同一阅读框中包含三个终止密码子，优选地在

连续密码子处。双重终止密码子意指两个终止密码子，各自在不同的阅读框中，彼此相距10

个核苷酸，并且优选地具有重叠序列，或相同阅读框中的两个终止密码子，优选地在连续密

码子处。

[0239] 在本文所公开的方法和组合物中的一些方法和组合物中，将DNA引入到PBMC、B细

胞、T细胞和/或NK细胞中并且任选地将DNA并入到宿主细胞基因组中，是使用不利用无复制

能力的重组逆转录病毒颗粒的方法进行的。例如，可以使用其它病毒载体，如源自腺病毒、

腺相关病毒或单纯疱疹病毒‑1的那些，作为非限制性实例。

[0240] 在一些实施例中，本文所提供的方法可以包含用非病毒载体转染靶细胞。在本文

所公开的实施例中的任何实施例中，可以利用非病毒载体转染靶细胞，可以使用包含以下

的方法将包含裸DNA的非病毒载体引入到靶细胞，如例如PBMC、B细胞、T细胞和/或NK细胞

中：电穿孔、核转染、脂质体调配、脂质、树状物、如聚(乙烯亚胺)(PEI)和聚(L‑赖氨酸)

(PLL)等阳离子聚合物、纳米颗粒、细胞穿透肽、显微注射和/或非整合慢病毒载体。在一些

实施例中，DNA可以以与脂质体和鱼精蛋白的复合物形式引入到靶细胞如PBMC、B细胞、T细

胞和/或NK细胞中。可以用于本文所提供的方法的实施例中的用于离体转染T细胞和/或NK

细胞的其它方法是本领域已知的(参见例如，Morga n和Boye ri na s，《生物医学

(Biomedicines .)》2016年4月20日；4(2) .pii：E9，所述文献以全文引用的方式并入本文

中)。

[0241] 在本文所提供的方法的一些实施例中，可以使用基于转座子的载体系统通过将靶

DNA作为质粒共转染、共核转染或共电穿孔而将DNA整合到基因组中，所述质粒含有所关注

基因5′端和3′端中的转座子ITR片段和作为DNA或mRNA或蛋白质或位点特异性丝氨酸重组

酶如phiC31的将所关注基因整合到人基因组中的伪attP位点的转座酶载体系统，在此情况

下，DNA载体含有34到40bp  attB位点(Bhaskar  Thyagarajan等人由噬菌体 整合酶介

导的哺乳动物细胞中的位点特异性基因组整合(Site‑Specific  Genomic  Integration  in 

Mammalian  Cells  Mediated  by  Phage Integrase)，《分子细胞生物学(Mol  Cell 

Biol.)》2001年6月；21(12)：3926‑3934)，所述位点是重组酶的识别序列并且用重组酶共转

染。对于T细胞和/或NK细胞，可以用于本文所提供的某些方法的基于转座子的系统利用呈

DNA、mRNA或蛋白质形式的睡美人DNA载体系统(参见例如，美国专利第6,489,458号和美国

专利申请第15/434,595号，所述文献以全文引用的方式并入本文中)，PiggyBac  DNA载体系
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统(参见例如，Manuri等人，《人基因疗法》2010年4月；21(4)：427‑37，所述文献以全文引用

的方式并入本文中)或ToLCDR2转座子系统(参见例如，Tsukahara等人，《基因疗法》2015年2

月；22(2)：209‑215，所述文献以全文引用的方式并入本文中)。在一些实施例中，基于转座

子的载体系统的转座子和/或转座酶可以在引入到T细胞和/或NK细胞中之前作为小环DNA

载体产生(参见例如，Hudecek等人，《癌症研究的最新成果(Recent  Results  Cancer 

Res.)》2016；209：37‑50以及Monjezi等人，《白血病(Leukemia .)》2017年1月；31(1)：186‑

194，所述文献以全文引用的方式并入本文中)。然而，在一些情况下，基于转座酶的载体系

统不是引入外源性核酸的优选方法。因此，在一些实施例中，本文所公开的各方面或实施例

中的任何方面或实施例的多核苷酸不包含转座子ITR片段。在一些实施例中，本文所公开的

各方面或实施例中的任何方面或实施例的经修饰的、经基因修饰的和/或经转导的细胞不

包含作为DNA或mRNA或蛋白质的转座酶载体系统。CAR还可以使用CRISPR或TALEN介导的整

合，通过添加与靶位点的整合5′和3′同源的50‑1000bp同源臂来整合到基因组中的定义的

和特异性位点(Jae  Seong  Lee等人《科学报告5(Scientific  Reports  5)》，文章编号：8572

(2015)，由CRISPR/Cas9和同源定向DNA修复途径介导的CHO细胞中的位点特异性整合

(Site‑specific  integration  in  CHO  cells  mediated  by  CRISPR/Cas9  and  homology‑

directed  DNA  repair  pathway))。CRISPR或TALEN提供特异性和基因组靶向切割，并且构

建体将通过同源介导的末端接合进行整合(Yao  X等人《细胞学研究(Cell  Res.)》2017年6

月；27(6)：801‑814.doi：10.1038/cr.2017.76.Epub  2017年5月19日)。CRISPR或TALEN可以

与靶标质粒作为DNA、mRNA或蛋白质共转染。

[0242] 在一些实施例中，本文中的分离的核酸是合成RNA，如编码一种或多种CAR的合成

mRNA。CAR可以是本文所公开的任何CAR组合物。

[0243] 重组逆转录病毒颗粒

[0244] 本文所提供的方法和组合物中公开了重组逆转录病毒颗粒，例如，用于转导T细胞

和/或NK细胞以制备经基因修饰的T细胞和/或NK细胞以及作为分离的表达载体。重组逆转

录病毒颗粒本身就是本发明的方面。通常，本文所提供的方面中包含的重组逆转录病毒颗

粒是无复制能力的，这意味着重组逆转录病毒颗粒一旦离开包装细胞就不能复制。在说明

性实施例中，重组逆转录病毒颗粒是慢病毒颗粒。

[0245] 在一些方面，本文提供了用于转导细胞，通常是淋巴细胞和说明性实施例T细胞

和/或NK细胞的无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。无复制能力的重组逆转录病毒颗粒可

以包含本文别处讨论的任何假型化元件。一方面，本文提供了一种无复制能力的重组逆转

录病毒颗粒，其包含多核苷酸，所述多核苷酸包含：A.一个或多个转录单元，所述一个或多

个转录单元与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接，其中所述一个或多

个转录单元编码嵌合抗原受体(CAR)；以及B.假型化元件。另一方面，本文提供了一种无复

制能力的重组逆转录病毒颗粒，其包含多核苷酸，所述多核苷酸包含与在T细胞和/或NK细

胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个转录单元，其中所述一个或多个转录单

元编码包含嵌合抗原受体(CAR)的第一多肽以及第二多肽。

[0246] 本文在一些方面提供了一种重组逆转录病毒颗粒，其包含(i)能够与T细胞和/或

NK细胞结合并促进所述重组逆转录病毒颗粒与其膜融合的假型化元件；以及(ii)具有与在

T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个转录单元的多核苷酸，

说　明　书 38/91 页

47

CN 115485293 A

47



其中所述一个或多个转录单位编码具有嵌合抗原受体的第一多肽，所述嵌合抗原受体包含

抗原特异性靶向区、跨膜结构域和细胞内激活结构域。在一些实施例中，在T细胞和/或NK细

胞中具有活性的启动子在包装细胞系中不具有活性或仅在包装细胞系中以可诱导的方式

具有活性。

[0247] 在本公开全文中提供了包含在无复制能力的重组逆转录病毒颗粒中的各种元件

和元件的组合，如例如假型化元件，以及包含在无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的基因

组中的核酸序列，如但不限于编码CAR的核酸；编码控制元件的核酸；以及启动子，尤其是在

T细胞和/或NK细胞中具有组成型活性或可诱导的启动子。此外，本文提供的各个方面，如制

备重组逆转录病毒颗粒的方法、用于进行过继性细胞疗法的方法以及用于转导T细胞的方

法，产生和/或包含无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。产生和/或包含在此类方法中的无

复制能力的重组逆转录病毒本身形成本发明的单独方面，作为无复制能力的重组逆转录病

毒颗粒组合物，其可以呈分离的形式。此类组合物可以呈干燥的(例如，冻干的)形式，或者

可以呈本领域已知的用于储存和使用逆转录病毒颗粒的合适溶液或介质形式。

[0248] 重组逆转录病毒载体如慢病毒载体的必要元件是本领域已知的。这些元件包含在

包装细胞系部分中，并且详细地用于制备实例中提供的无复制能力的重组逆转录病毒颗

粒。例如，慢病毒颗粒通常包含：包装元件REV、GAG和POL，所述包装元件可以通过一种或多

种包装质粒递送到包装细胞系；假型化元件；本文所提供的各个实例，其可以通过假型化质

粒递送到包装细胞系；以及基因组，所述基因组由通过转移质粒递送到宿主细胞的多核苷

酸产生。此多核苷酸通常包含病毒LTR和psi包装信号。5′LTR可以是与异源启动子融合的嵌

合5′LTR，其包含不依赖于Tat反式激活的5′LTR。转移质粒可以自失活，例如，通过去除3′

LTR的U3区。

[0249] 包含在本发明的各个方面的逆转录病毒颗粒(例如，慢病毒颗粒)在说明性实施例

中是无复制能力的，尤其是出于安全原因，对于包含将用此类逆转录病毒颗粒转导的细胞

引入到受试者中的实施例而言。当无复制能力的逆转录病毒颗粒用于转导细胞时，逆转录

病毒颗粒不由经转导的细胞产生。本领域已知对逆转录病毒基因组的修饰以确保包含所述

基因组的逆转录病毒颗粒是无复制能力的。然而，应当理解，在本文所提供的各方面中的任

何方面的一些实施例中，可以使用具有复制能力的重组逆转录病毒颗粒。

[0250] 本领域技术人员将认识到本文所讨论的功能元件可以使用不同类型的载体，如表

达载体，递送到包装细胞和/或T细胞。本发明的说明性方面利用逆转录病毒载体，并且在一

些特别说明性的实施例中利用慢病毒载体。其它合适的表达载体可以用于实现本文中的某

些实施例。此类表达载体包含但不限于病毒载体(例如，基于牛痘病毒的病毒载体；脊髓灰

质炎病毒；腺病毒(参见例如，Li等人，《眼科学和视觉科学研究(Invest  Opthalmol  Vis 

Sci)》35：25432549，1994；Borras等人，《基因疗法》6：515524，1999；Li和Davidson，《美国国

家科学院院刊(PNAS)》92：77007704，1995；Sakamoto等人，《人基因疗法》5：10881097，1999；

WO  94/12649、WO  93/03769；WO  93/19191；WO  94/28938；WO  95/11984和WO  95/00655)；腺

相关病毒(参见例如，Ali等人，《人基因疗法》9：8186，1998，Flannery等人，《美国国家科学

院院刊》94：69166921，1997；Bennett等人，《眼科学和视觉科学研究》38：28572863，1997；

Jomary等人，《基因疗法》4：683690，1997，Rolling等人，《人基因疗法》10：641648，1999；Ali

等人，《人分子基因学(Hum  Mol  Genet)》5：591594，1996；Srivastava的WO  93/09239，
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Samulski等人，《病毒学杂志(J.Vir .)》(1989)63：3822‑3828；Mendelson等人，《病毒学

(Virol.)》(1988)166：154‑165；以及Flotte等人，《美国国家科学院院刊》(1993)90：10613‑

10617)；SV40；单纯性疱疹病毒；或者逆转录病毒载体(例如，小鼠白血病病毒、脾坏死病毒，

以及源自如劳斯肉瘤病毒、哈维肉瘤病毒、禽白血病病毒、人类免疫缺陷病毒、骨髓增殖性

肉瘤病毒和乳腺肿瘤病毒等逆转录病毒的载体)，例如γ逆转录病毒；或者人类免疫缺陷病

毒(参见例如，Miyoshi等人，《美国国家科学院院刊》94：1031923，1997；Takahashi等人，《病

毒学杂志》73：78127816，1999)；等等。

[0251] 如本文所公开的，无复制能力的重组逆转录病毒颗粒是用于基因递送的常用工具

(Miller，《自然》(1992)357：455‑460)。无复制能力的重组逆转录病毒颗粒将未重排的核酸

序列递送到广泛的啮齿动物、灵长类动物和人类体细胞中的能力使得无复制能力的重组逆

转录病毒颗粒非常适合将基因转移到细胞中。在一些实施例中，无复制能力的重组逆转录

病毒颗粒可以源自α逆转录病毒属、β逆转录病毒属、γ逆转录病毒属、δ逆转录病毒属、ε逆

转录病毒属、慢病毒属或泡沫病毒属。存在许多逆转录病毒适于在本文所公开的方法中使

用。例如，可以使用小鼠白血病病毒(MLV)、人类免疫缺陷病毒(HIV)、马传染性贫血病毒

(EIAV)、小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)、劳斯肉瘤病毒(RSV)、弗吉纳米肿瘤病毒(FuSV)、莫洛尼

鼠白血病病毒(Mo‑MLV)、FBR鼠骨肉瘤病毒(FBR  MSV)、莫洛尼鼠肉瘤病毒(Mo‑MSV)、艾贝尔

森鼠白血病病毒(A‑MLV)、禽骨髓细胞瘤病毒29(MC29)和禽成红细胞病毒(AEV)。逆转录病

毒的详细列表可以在Coffin等人中找到(“逆转录病毒”1997冷泉港实验室出版社(Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press)编辑：J  M  Coffin、S  M  Hughes、H  E  Varmus第758‑763

页)。一些逆转录病毒的基因组结构的细节可以在本领域中找到。通过举例的方式，可以从

NCBI  Genbank中找到有关HIV的详情(即基因组登录号AF033819)。

[0252] 在说明性实施例中，无复制能力的重组逆转录病毒颗粒可以源自慢病毒属。在一

些实施例中，无复制能力的重组逆转录病毒颗粒可以源自HIV、SIV或FIV。在另外的说明性

实施例中，无复制能力的重组逆转录病毒颗粒可以源自慢病毒属中的人类免疫缺陷病毒

(HIV)。慢病毒是复杂的逆转录病毒，除了常见的逆转录病毒基因gag、pol和env外，还含有

具有调节或结构功能的其它基因。较高的复杂性使慢病毒能够调节其生命周期，就像在潜

伏感染过程中一样。典型的慢病毒是人类免疫缺陷病毒(HIV)，AIDS的病原体。在体内，HIV

可以感染很少分裂的终末分化细胞，如淋巴细胞和巨噬细胞。

[0253] 在一些实施例中，利用含DNA的病毒颗粒代替重组逆转录病毒颗粒。此类病毒颗粒

可以是腺病毒、腺相关病毒、疱疹病毒、巨细胞病毒、痘病毒、禽痘病毒、流感病毒、水疱性口

炎病毒(VSV)或辛德毕斯病毒。技术人员将理解如何修改本文公开的方法以用于不同的病

毒和逆转录病毒或逆转录病毒颗粒。在使用包含DNA基因组的病毒颗粒的情况下，熟练的技

术人员将理解，功能单元可以包含在此类基因组中，以诱导病毒颗粒的全部或部分DNA基因

组整合到用此类病毒转导的T细胞的基因组中。

[0254] 在一些实施例中，HIV  RRE和编码HIV  Rev的多核苷酸区可以被N端RGG盒RNA结合

基序和编码ICP27的多核苷酸区替代。在一些实施例中，编码HIV  Rev的多核苷酸区可以被

一个或多个编码腺病毒E1B  55‑kDa和E4  Orf6的多核苷酸区替代。

[0255] 一方面，本文提供了一种容器，如商业容器或包装，或包括所述商业容器或包装的

试剂盒，所述容器包括根据本文所提供的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒方面的分
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离的无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。此外，另一方面，本文提供了一种容器，如商业容

器或包装，或包括所述商业容器或包装的试剂盒，所述容器包括分离的包装细胞，在说明性

实施例中，根据本文所提供的任何包装细胞和/或包装细胞系方面的包装细胞系的分离的

包装细胞。在一些实施例中，所述试剂盒包含另外的容器，所述另外的容器包含另外的试

剂，如本文所提供的方法中使用的缓冲液或试剂。此外，本文在某些方面提供了本文在任何

方面提供的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造根据本文所提供的任何方面的

用于基因修饰T细胞或NK细胞的试剂盒中的用途。此外，本文在某些方面提供了本文在任何

方面提供的任何包装细胞或包装细胞系在制备用于产生根据本文所提供的任何方面的无

复制能力的重组逆转录病毒颗粒的试剂盒中的用途。

[0256] 一方面，本文提供了一种商业容器，其含有无复制能力的重组逆转录病毒颗粒和

用于使用其治疗受试者的肿瘤生长的说明书，其中所述无复制能力的重组逆转录病毒颗粒

具有编码本文所提供的任何抗HER2  CAR的基因组。因此，重组逆转录病毒颗粒可以在其基

因组中包括多核苷酸，所述多核苷酸包括编码本文所提供的抗HER2  CAR的与在T细胞和/或

NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列。通常，一个或多个核酸

序列中的核酸序列编码本文所提供的抗HER2嵌合抗原受体(CAR)，所述抗HER2  CAR包括能

够结合HER2的抗原特异性靶向区(ASTR)、跨膜结构域和细胞内激活结构域。

[0257] 含有重组逆转录病毒颗粒的容器可以是管、小瓶、板的孔或用于储存重组逆转录

病毒颗粒的其它容器。所述试剂盒可以包含两个或更多个容器，其中第二容器或其它容器

可以包含例如用于转导T细胞和/或NK细胞的溶液或培养基，和/或第二容器或其它容器可

以包含调节pH的药理学药剂。这些容器中的任一个容器都可以具有工业强度和等级。

[0258] 另一方面，本文提供了一种用于治疗或预防癌症或肿瘤生长的药物组合物，所述

药物组合物包括无复制能力的重组逆转录病毒颗粒作为活性成分。另一方面，本文提供了

一种用于治疗或预防癌症或肿瘤生长的输注组合物或其它递送溶液，所述输注组合物或其

它递送溶液包括无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。药物组合物或输注组合物的无复制能

力的重组逆转录病毒颗粒可以包含上文或本文别处所讨论的任何方面、实施例或子实施

例。

[0259] 一方面，本文提供了一种容器，如商业容器或包装，或包括所述商业容器或包装的

试剂盒，所述容器包括分离的核酸，在说明性实施例中，根据本文所提供的任何无复制能力

的重组逆转录病毒颗粒方面和实施例的逆转录病毒颗粒。逆转录病毒颗粒可以在其基因组

中包括多核苷酸，所述多核苷酸包括与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地

连接的一个或多个核酸序列。在一些实施例中，一个或多个核酸序列中的核酸序列可以编

码本文所提供的抗HER2  CAB  CAR，所述抗HER2  CAB  CAR包括抗原特异性靶向区(ASTR)、跨

膜结构域和细胞内激活结构域。

[0260] 含有分离的核酸，在说明性实施例中，在任何方面或实施例中的重组逆转录病毒

颗粒的容器，包含商业容器，所述商业容器可以是试剂盒的组件，可以是管、小瓶、板的孔或

用于用于储存核酸，如但不限于逆转录病毒颗粒的其它容器。事实上，本文所提供的一些方

面包括包含逆转录病毒颗粒的容器，其中此类逆转录病毒颗粒包含本文所公开的任何核酸

或其它组分。说明性实施例中的此类容器包含基本上纯的无复制能力的重组逆转录病毒颗

粒，在本文中有时被简称为基本上纯的逆转录病毒颗粒。通常，根据标准方案，基本上纯的
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逆转录病毒颗粒的制剂和/或容器是无菌的，并且对于支原体、相同类型的具有复制能力的

逆转录病毒和外来病毒是阴性的(参见例如，“病毒载体表征：分析工具概览(Viral  Vector 

Characterization：A  Look  atAnalytical  Tools)”；2018年10月10日(可在https：//

cellculturedish.com/viral‑vector‑characterization‑analytical‑tools/处获得))。

用于产生基本上纯的逆转录病毒颗粒的示例性方法可以通过深度过滤、TFF、苯甲酶处理、

渗滤和调配中的一种或多种或全部的组合来纯化。此类示例性方法可以用于产生不含非人

动物蛋白的基本上纯的病毒颗粒。在某些说明性实施例中，基于质量控制测试结果，基本上

纯的逆转录病毒颗粒满足以下所有特性：

[0261] a.对于支原体是阴性的；

[0262] b.内毒素低于25EU/ml，并且在某些另外的说明性实施例中，低于10EU/ml；

[0263] c.没有在容器中检测到与故意在容器中检测到的具有复制能力的逆转录病毒(例

如，慢病毒)相同的类型；

[0264] d.没有检测到外来病毒；

[0265] e.小于1pg宿主细胞DNA/病毒TU，并且在某些另外的说明性实施例中，小于0.3pg/

TU；

[0266] f .小于100个残留质粒拷贝/病毒TU，并且在某些另外的说明性实施例中，小于10

个拷贝/病毒TU的用于制备重组逆转录病毒颗粒的任何质粒。

[0267] g.小于1ng  HEK蛋白/TU，并且在某些另外的说明性实施例中，小于50pg  HEK蛋白/

TU。

[0268] h.大于100TU/ng  P24蛋白，并且在某些另外的说明性实施例中，大于10,000TU/ng 

P24蛋白。

[0269] 逆转录病毒颗粒在发布给客户之前，通常会根据包含上文所提供的部分或全部内

容的发布规范进行测试。每个颗粒的效力可以基于通过ELISA确定的p24病毒衣壳蛋白，通

过q‑RT  PCR确定的病毒RNA基因组拷贝，通过基于qPCR的产物增强RT(PERT)测定测量逆转

录酶活性来定义，但都可以通过在生物测定中测量功能性基因转移转导单位(TU)而转换为

感染滴度。

[0270] 通过生物测定和qPCR确定纯化的散装逆转录病毒材料和成品的感染滴度是用于

确定逆转录病毒的感染滴度的示例性分析测试方法。指示细胞库(如F1XT)可以在例如无血

清培养基中生长，以每孔150,000个细胞接种，然后暴露于逆转录病毒产品的系列稀释液。

在指示细胞上稀释纯化的逆转录病毒颗粒，例如从1∶200到1∶1，600。可以添加参考标准病

毒用于系统适用性。与逆转录病毒一起温育4天后，采集细胞，进行DNA提取和纯化。使用人

类基因组和独特的逆转录病毒基因组序列质粒pDNA扩增子的标准曲线，例如100‑10,000,

000个拷贝/孔，然后添加暴露于逆转录病毒颗粒的细胞样品的基因组DNA。对于每个PCR反

应，逆转录病毒扩增子和内源性对照(如hRNAseP)两者的Cq值都外推回到每个反应的拷贝

数。从这些值计算整合基因组拷贝数。在一些情况下，指示细胞如293T已被表征为三倍体，

因此在计算中应利用每个细胞的单拷贝基因的3个拷贝。使用每孔的初始活细胞计数，可以

确定添加到细胞中的逆转录病毒的体积和基因组拷贝数比率，即每ml逆转录病毒颗粒的转

导单位(TU)。

[0271] 效力测试可以包含针对具有纯度和特异性活性的释放规格的效力测试。例如，最
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终产品的效力释放测试可以包含测量与病毒颗粒量相比的转导单位(TU)的数量(例如，通

过针对病毒蛋白进行ELISA，例如针对慢病毒，通过执行p24衣壳蛋白ELISA，其中截止值为

至少100、1,000、2,000或2,500TU/ng  p24)和CAR功能，例如通过测量由暴露于经基因修饰

的细胞的报告细胞系释放的干扰素γ。

[0272] 在本文中的包含此类逆转录病毒颗粒的容器的任何试剂盒或分离的无复制能力

的重组逆转录病毒颗粒方面中，容器中存在足够的重组逆转录病毒颗粒以在使用逆转录病

毒颗粒制备的反应混合物中实现MOI(每个细胞应用的转导单位或TU的数量)为介于0.1与

50之间、0.5与50之间、0.5与20之间、0.5与10之间、1与25之间、1与15之间、1与10之间、1与5

之间、2与15之间、2与10之间、2与7之间、2与3之间、3与10之间、3与15之间或5与15之间或至

少0.1、0.5、1、2、2.5、3、5、10或15或实现MOI为至少0.1、0.5、1、2、2.5、3、5、10或15。试剂盒

中提供的病毒颗粒的转导单位应能够使用防止在单独细胞中产生过多整合体的MOI，平均

每个细胞基因组少于3个慢基因组拷贝，并且更优选地每个细胞1个拷贝。对于试剂盒和分

离的逆转录病毒颗粒实施例，此类MOI可以基于1、2.5、5、10、20、25、50、100、250、500或1,

000ml的反应混合物，假设1×106个靶细胞/ml，例如在全血的情况下，假设1×106个PBMC/ml

的血液。因此，逆转录病毒颗粒的容器可以包含1×105到1×109个、1×105到1×108个、1×

105到5×107个、1×105到1×107个、1×105到1×106个；5×105到1×109个；5×105到1×108

个、5×105到5×107个、5×105到1×107个、5×105到1×106个或1×107到1×109个、1×107到

5×107个、1×106到1×107个和1×106到5×106个TU。在某些说明性实施例中，容器可以含有

1×107到1×109个、5×106到1×108个、1×106到5×107个、1×106到5×106个或5×107到1×

108个逆转录病毒转导单位。不受理论限制，此类数量的颗粒将支持1到100ml的MOI为介于1

与10之间的血液。

[0273] 含有逆转录病毒颗粒的每个容器的体积可以例如介于0.05ml与5ml之间、介于

0.05ml与1ml之间、介于0.05ml与0.5ml之间、介于0.1ml与5ml之间、介于0.1ml与1ml之间、

介于0.1ml与0.5ml之间、介于0.1与10ml之间、介于0.5与10ml之间、介于0.5ml与5ml之间、

介于0.5ml与1ml之间、介于1.0ml与10.0ml之间、介于1.0ml与5.0ml之间、介于10ml与100ml

之间、介于1ml与20ml之间、介于1ml与10ml之间、介于1ml与5ml之间、介于1ml与2ml之间、介

于2ml与20ml之间、介于2ml与10ml之间、介于2ml与5ml之间、0.25ml到10ml、0.25到5ml或

0.25到2ml。

[0274] 在某些实施例中，容器中的逆转录病毒颗粒是GMP级或cGMP级逆转录病毒颗粒

(即，根据监管机构的GMP或当前GMP要求产生)，或使用GMP系统执行的逆转录病毒制造过程

的产品。此类逆转录病毒颗粒通常是使用美国FDA(即，美国GMP或美国cGMP)、EMA(即，EMA 

GMP或EMA  cGMP)或中国国家药品监督管理局(NMPA)(即，中国FDA)(即，NMPAGMP或NMPA 

cGMP)良好生产规范(GMP)，例如使用GMP质量系统和GMP程序控制制备的。这些产品通常在

满足GMP或cGMP要求的设施中产生。此类产品通常在基于GMP或cGMP规定的严格质量管理体

系下制造。GMP级逆转录病毒颗粒通常是无菌的。这可以例如通过用0.45um或0.22um过滤器

过滤逆转录病毒颗粒，例如基本上纯的逆转录病毒颗粒来实现。GMP级逆转录病毒颗粒通常

基本上是纯的，并且按照效力、质量和安全性的控制制造测试规范进行制备。

[0275] 在一些实施例中，容器中包括逆转录病毒颗粒的溶液不含可检测的牛蛋白，其可

以被称为“不含牛的”。例如，此类逆转录病毒颗粒溶液可以是不含牛的，因为牛蛋白，如牛
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血清蛋白，在逆转录病毒产生期间不用于培养包装细胞。在一些实施例中，逆转录病毒颗粒

溶液为GMP级，并且是不含牛的。基本上纯的核酸溶液通常是不含牛的，并且在不含牛的肉

汤中产生。

[0276] 在一些方面，本文提供了一种用于修饰NK细胞和/或在说明性实施例中T细胞的试

剂盒。在某些实施例中，此类试剂盒包含一个或多个容器，所述一个或多个容器含有多核苷

酸，通常是包括与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个第

一转录单元的基本上纯的多核苷酸，其中所述一个或多个第一转录单元编码包括第一嵌合

抗原受体(CAR)(有时被称为第一CAR)的第一多肽；以及附件组分(在本文中也被称为附件

试剂盒组分)的一个或多个容器。多核苷酸(例如，逆转录病毒颗粒)可以冷冻储存，例如在‑

70℃或更低(例如，‑80℃)下。

[0277] 逆转录病毒基因组大小

[0278] 在本文所提供的方法和组合物中，重组逆转录病毒基因组，在非限制性说明性实

例中，慢病毒基因组，对可以包装到病毒颗粒中的多核苷酸的数量有限制。在本文所提供的

一些实施例中，由多核苷酸编码区编码的多肽可以是保留功能活性的截短或其它缺失，使

得多核苷酸编码区由比野生型多肽的多核苷酸编码区更少的核苷酸编码。在一些实施例

中，由多核苷酸编码区编码的多肽可以是可以从一个启动子表达的融合多肽。在一些实施

例中，融合多肽可以具有用于从一种融合多肽和一种启动子产生两种或更多种功能性多肽

的切割信号。此外，初始离体转导之后不需要的一些功能不包含在逆转录病毒基因组中，而

是通过包装细胞膜存在于无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的表面上。这些不同的策略在

本文中用于最大化包装在无复制能力的重组逆转录病毒颗粒内的功能元件。

[0279] 在一些实施例中，要包装的重组逆转录病毒基因组可以在范围的低端为1,000、2,

000、3,000、4,000、5,000、6,000、7,000到8,000个核苷酸，并且在范围的高端为2,000、3,

000、4,000、5,000、6,000、7,000、8,000、9,000、10,000到11，000个核苷酸。要包装的逆转录

病毒基因组包含一个或多个编码如本文详细公开的第一多肽和第二多肽的多核苷酸区。在

一些实施例中，要包装的重组逆转录病毒基因组可以少于5,000、6,000、7,000、8,000、9,

000、10,000或11,000个核苷酸。本文别处所讨论的可以包装的功能包含逆转录病毒组装和

包装所需的逆转录病毒序列，如逆转录病毒rev、gag和pol编码区，以及5′LTR和3′LTR，或其

活性截短片段，编码逆转录病毒顺式作用RNA包装元件和cPPT/CTS元件的核酸序列。

[0280] 组合

[0281] 在一些实施例中，由无复制能力的重组逆转录病毒颗粒提供的多核苷酸具有编码

一个或多个CAR的某些组合的一个或多个转录单元。在本文所提供的一些方法和组合物中，

经基因修饰的T细胞包含在T细胞通过无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导之后的一个

或多个CAR的组合。应当理解，提及第一多肽、第二多肽、第三多肽等是为了方便，并且“第一

多肽”上的元件和“第二多肽”上的元件意指元件位于不同的多肽上，所述多肽被称为第一

或第二仅用于参考和惯例，通常在所述特定多肽的另外的元件或步骤中。

[0282] 在一个实施例中，一个或多个CAR在T细胞特异性启动子或同一转录物下的通用启

动子下表达，其中在转录物中，编码CAR的核酸被编码一个或多个内部核糖体进入位点

(IRE)或一种或多种蛋白酶切割肽的核酸分开。

[0283] 在某些实施例中，所述多核苷酸编码两个CAR，其中第一CAR包含能够与第一抗原
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结合的第一胞外抗原结合结构域和第一细胞内信号结构域(例如，CD3ζ信号结构域)但不包

含共刺激结构域(例如，CD27、CD28、OX40、ICOS和4‑1BB)，并且第二多肽包含第二胞外抗原

结合结构域和第二细胞内信号传导结构域，如例如共刺激分子的信号传导结构域。在某个

实施例中，第一或第二抗原是HER2并且其它抗原是PSCA、PSMA、BCMA、VEGF。在某个实施例

中，第一、第二或两个胞外抗原结合结构域包括抗体或其片段(例如，scFv)，例如与PSCA、

PSMA或BCMA具有特异性的抗体或其片段。在某个实施例中，第一或第二胞外抗原结合结构

域是受体，例如VEGF的受体，即VEGFR。

[0284] 另外的序列

[0285] CAR可以进一步包含一个或多个另外的多肽结构域，其中此类结构域包含但不限

于信号序列；表位标签；亲和结构域；以及可以检测到其存在或活性的多肽(可检测标志

物)，例如通过抗体测定或因为它是产生可检测信号的多肽。用于本文所提供的任何方面或

实施例的另外的结构域的非限制性实例包含与如下文所描述的以下序列中的任何序列具

有至少50％、60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列

同一性的结构域：产生可检测信号的信号序列、表位标签、亲和结构域或多肽。

[0286] 适用于主题CAR的信号序列，例如，在主题CAR的第一多肽中，包含任何真核信号序

列，包含天然存在的信号序列、合成的(例如，人造的)信号序列等。在一些实施例中，例如信

号序列可以是CD8信号序列(SEQ  ID  NO：72)。

[0287] 合适的表位标签包含但不限于血凝素(HA；例如YPYDVPDYA；SEQ  ID  NO：73)；FLAG

(例如，DYKDDDDK；SEQ  ID  NO：74)；c‑myc(例如，EQKLISEEDL；SEQ  ID  NO：75)等。

[0288] 亲和结构域包含可以与可用于鉴定或纯化的结合配偶体(例如，如固定在固体支

持物上的结合配偶体)相互作用的肽序列。当与表达的蛋白质融合时，编码多个连续单氨基

酸(如组氨酸)的DNA序列可以用于通过与树脂柱(如镍琼脂糖凝胶)的高亲和力结合来一步

纯化重组蛋白。示例性亲和结构域包含His5(HHHHH；SEQ  ID  NO：76)、HisX6(HHHHHH；SEQ  ID 

NO：77)、c‑myc(EQKLISEEDL；SEQ  ID  NO：75)、Flag(DYKDDDDK；SEQ  ID  NO：74)、Strep标签

(WSHPQFEK；SEQ  ID  NO：78)、血凝素例如HA标签(YPYDVPDYA；SEQ  ID  NO：73)、GST、硫氧还蛋

白、纤维素结合结构域、RYIRS(SEQ  ID  NO：79)、Phe‑His‑His‑Thr(SEQ  ID  NO：80)、甲壳素

结合结构域、S肽、T7肽、SHCDR2结构域、C端RNA标签、WEAAAREACCRECCARA(SEQ  ID  NO：81)、

金属结合结构域，例如锌结合结构域或钙结合结构域，如来自钙结合蛋白的那些，例如钙调

蛋白、肌钙蛋白C、钙调神经磷酸酶B、肌球蛋白轻链、恢复素、S‑调节蛋白、视锥蛋白、VILIP、

神经钙素、海马钙素、聚集蛋白、钙蛋白、钙蛋白酶大亚基、S100蛋白、小白蛋白、钙结合蛋白

D9K、钙结合蛋白D28K和钙调蛋白、内含肽、生物素、链霉亲和素、MyoD、Id、亮氨酸拉链序列

和麦芽糖结合蛋白。

[0289] 合适的可检测信号产生蛋白包含例如荧光蛋白；催化产生可检测信号作为产物的

反应的酶；等等。

[0290] 合适的荧光蛋白包含但不限于绿色荧光蛋白(GFP)或其变体、GFP的蓝色荧光变体

(BFP)、GFP的青色荧光变体(CFP)、GFP的黄色荧光变体(YFP)、增强的GFP(EGFP)、增强型CFP

(ECFP)、增强型YFP(EYFP)、GFPS65T、祖母绿、黄玉(TYFP)、Venus、柠檬黄、mCitrine、GFPuv、

去稳定化EGFP(dEGFP)、去稳定化ECFP(dECFP)、去稳定化EYFP(dEYFP)、mCFPm、天蓝色、T‑天

蓝色、CyPet、YPet、mKO、HcRed、t‑HcRed、DsRed、DsRed2、DsRed‑单体、J‑Red、二聚体2、t‑二
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聚体2(12)、mRFPl、pocilloporin、海肾GFP、怪物GFP、paGFP、Kaede蛋白和点燃蛋白、藻胆蛋

白和藻胆蛋白结合物，包含B‑藻红蛋白、R‑藻红蛋白和别藻蓝蛋白。荧光蛋白的其它实例包

含mHoneydew、mBanana、mOrange、dTomato、tdTomato、mTangerine、mStrawberry、mCherry、

mGrapel、mRaspberry、mGrape2、mPlum(Shaner等人(2005)《自然方法(Nat.Methods)》2：

905‑909)等。来自珊瑚虫物种的各种荧光蛋白和有色蛋白中的任一种，如例如Matz等人

(1999)《自然生物技术(Nature  Biotechnol.)》17：969‑973中所描述的，适于使用。

[0291] 合适的酶包含但不限于辣根过氧化物酶(HRP)、碱性磷酸酶(AP)、β‑半乳糖苷酶

(GAL)、葡萄糖‑6‑磷酸脱氢酶、β‑N‑乙酰氨基葡萄糖苷酶、β‑葡糖苷酸酶、转化酶、黄嘌呤氧

化酶、萤火虫萤光素酶、葡萄糖氧化酶(GO)等。

[0292] 识别和/或消除结构域

[0293] 本文所提供的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒可以包含编码识别或消除

结构域的核酸，作为编码本文所提供的任何CAR的核酸的一部分或与其分开。因此，本文所

提供的任何CAR可以包含识别或消除结构域。识别或消除结构域在T细胞和/或NK细胞上表

达，但在无复制能力的重组逆转录病毒颗粒上不表达。

[0294] 在一些实施例中，识别或消除结构域可以源自单纯疱疹病毒衍生的酶胸苷激酶

(HSV‑tk)或诱导型胱天蛋白酶‑9。在一些实施例中，识别或消除结构域可以包含经修饰的

内源性细胞表面分子，例如美国专利8,802,374中所公开的。经修饰的内源性细胞表面分子

可以是被修饰的任何细胞表面相关受体、配体、糖蛋白、细胞粘附分子、抗原、整合素或分化

簇(CD)。在一些实施例中，经修饰的内源性细胞表面分子是截短的酪氨酸激酶受体。一方

面，截短的酪氨酸激酶受体是表皮生长因子受体(EGFR)家族的成员(例如，ErbB1、ErbB2、

ErbB3和ErbB4)。在一些实施例中，识别结构域可以是被识别EGFR成员的胞外结构域的抗体

识别的多肽。在一些实施例中，识别结构域可以是EGFR家族成员的至少20个连续氨基酸，或

例如，EGFR家族成员的20到50个连续氨基酸。例如，SEQ  ID  NO：82是被识别EGFR成员的胞外

结构域的抗体识别并在适当条件下被抗体结合的示例性多肽。此类胞外EGFR表位在本文中

有时被称为eTag。在说明性实施例中，此类表位被可商购获得的抗EGFR单克隆抗体识别。

[0295] 表皮生长因子受体，也被称为EGFR、ErbB1和HER1，是胞外配体的表皮生长因子家

族的成员的细胞表面受体。EGFR活性的变更与某些癌症有关。在一些实施例中，编码包含人

表皮生长因子受体(EGFR)的EGFR多肽的基因是通过去除编码包含膜远侧EGF结合结构域和

细胞质信号传导尾部的多肽的核酸序列而构建的，但保留了由抗EGFR抗体识别的胞外膜近

侧表位。优选地，抗体是已知的、可商购获得的抗EGFR单克隆抗体，如西妥昔单抗

(cetuximab)、马妥珠单抗(matuzumab)、耐昔妥珠单抗(necitumumab)或帕尼单抗

(panitumumab)。

[0296] 其它已经表明，将生物素化西妥昔单抗与抗生物素微珠组合应用于免疫磁性选

择，成功地将已经用含EGFRt的构建体进行慢病毒转导的T细胞从低至2％的群体中富集到

大于90％的纯度，而没有观察到对细胞制剂的毒性。此外，其它已经表明，这种惰性EGFR分

子的组成型表达不会影响T细胞表型或效应功能，如协同表达的嵌合抗原受体(CAR)CD19R

所指示的那样。另外，其它已经表明，通过流式细胞术分析，EGFR被成功地用作小鼠的T细胞

植入的体内跟踪标志物。此外，通过 介导的抗体依赖性细胞毒性(ADCC)途径，EGFR

被证明具有自杀基因潜力。本公开的发明人已经使用慢病毒载体成功地在PBMC中表达
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eTag，并且发现通过暴露于西妥昔单抗的PBMC在体外表达eTag，为PBMC提供了有效的消除

机制。因此，EGFR可以用作具有免疫治疗潜力的经转导的T细胞的非免疫原性选择工具、跟

踪标志物和自杀基因。EGFR核酸也可以通过本领域熟知的方法检测。

[0297] 在本文所提供的一些实施例中，EGFR被表达为单个多肽的一部分，所述多肽也包

含CAR。在一些实施例中，编码EGFR识别结构域的氨基酸序列可以通过切割信号和/或核糖

体跳跃序列与编码嵌合抗原受体的氨基酸序列分开。核糖体跳跃和/或切割信号可以是本

领域已知的任何核糖体跳跃和/或切割信号。不受理论限制，核糖体跳跃序列可以是例如

T2A(本文中也被称为2A‑1)(SEQ  ID  NO：83)。不受理论限制，切割信号和核糖体跳跃序列的

其它实例包含FMDV  2A(F2A)；马鼻炎A病毒2A(缩写E2A)；猪捷申病毒‑12A(P2A)；以及褐翅

蛾病毒2A(T2A)。在一些实施例中，编码识别结构域的多核苷酸序列可以与CAR在同一转录

物上，但通过内部核糖体进入位点与编码CAR的多核苷酸序列分开。

[0298] 在如本文经验例示的其它实施例中，识别结构域可以表达为融合多肽的一部分。

与单独的多肽相比，此类构建体提供了在RNA基因组上占据更少基因组空间的优势，尤其是

与本文所提供的其它“节省空间”元件组合。

[0299] 序列重组

[0300] 在某些情况下，可以通过使用位点特异性重组技术在细胞中重排或缺失CAR的多

肽序列，例如CAR结构域。在某些实施例中，对特定CAR的细胞激活相关应答可以通过位点特

异性重组来改变，例如，引发第一次激活相关应答的CAR的第一细胞内激活结构域可以交换

为引发第二激活相关应答的第二细胞内激活结构域。如本领域技术人员将清楚的，位点特

异性重组可以用于细胞中以将CAR的任何结构域或序列与如本文所公开的任何其它结构域

或序列交换。如本领域技术人员也将清楚的，位点特异性重组可以用于细胞中以缺失CAR的

任何结构域或序列。此类序列和结构域的交换和切除是本领域已知的，参见例如，如以下中

所描述的信号体中的结构域切换：Tone等人(2013)《生物技术与生物工程(Biotechnology 

and  Bioengineering)》，3219‑3226，所述文献的公开内容通过引用并入本文中。在体内进

行位点特异性重组的机制和要求也是本领域众所周知的，参见例如，Grindley等人(2006)

《生物化学年度评论(Annual  Review  of  Biochemistry)》，567‑605和Tropp(2012)《分子生

物学(Molecular  Biology)》(马萨诸塞州萨德伯里琼斯和巴特利特出版社(Jones&

Bartlett  Publishers，Sudbury，MA))，所述文献的公开内容通过引用并入本文中。

[0301] CAR是通过将上文所讨论的所有不同结构域融合在一起形成融合蛋白而产生的嵌

合蛋白。CAR通常由包括编码如本文所讨论的CAR的不同结构域的多核苷酸序列的表达载体

产生。本发明的用于识别靶细胞上的抗原和与所述抗原结合的ASTR是条件活性的。具体地，

与对应的野生型蛋白质的ASTR相比，ASTR在正常生理条件下与靶抗原结合的活性小或无活

性，并且在肿瘤条件下有活性。

[0302] 肿瘤微环境

[0303] 实体瘤中的癌细胞能够在其周围形成肿瘤微环境(TME)，以支持癌细胞的生长和

转移。TME是肿瘤存在的细胞环境，包含周围的血管、免疫细胞、成纤维细胞、其它细胞、可溶

性因子、信号传导分子、胞外基质以及可以促进肿瘤转化、支持肿瘤生长和侵袭、保护肿瘤

免于宿主免疫、培养治疗抵抗力并且为休眠的转移瘤提供繁衍生态位的机械线索。肿瘤和

其周围微环境是密切相关的并不断相互作用。肿瘤可以通过释放细胞外信号、促进肿瘤血
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管生成以及诱导外周免疫耐性来影响其微环境，而微环境中的免疫细胞可以影响癌细胞的

生长和进化。参见Swarts等人“肿瘤微环境复杂性：癌症疗法中的新兴角色(Tumor 

Microenvironment  Complexity：Emerging  Roles  in  Cancer  Therapy)”，《癌症研究

(Cancer  Res)》，第72卷，第2473‑2480页，2012。

[0304] TME经常缺氧。随着肿瘤质量增加，肿瘤内部会越来越远离现有的血液供应，这导

致难以向TME充分供应氧气。与血浆中的氧分压为约40mm  Hg相比，在超过50％的局部晚期

实体瘤中，肿瘤环境中的氧分压低于5mm  Hg。相比之下，身体其它部位不缺氧。缺氧环境通

过下调核苷酸切除修复和错配修复途径导致基因不稳定性，这与癌症进展相关。缺氧还会

使缺氧诱导因子Iα(HIF1‑α)上调，从而诱导血管生成，并且与较差的预后和与转移相关的

基因的激活相关。参见Weber等人，“肿瘤微环境”，《外科肿瘤学(Surgical  Oncology)》，第

21卷，第172‑177页，2012和Blagosklonny，“抗血管生成治疗和肿瘤进展(Antiangiogenic 

therapy  and  tumor  progression)”，《癌细胞(Cancer  Cell)》，第5卷，第13‑17页，2004。

[0305] 另外，肿瘤细胞倾向于依赖乳酸发酵产生的能量，所述乳酸发酵不需要氧气。因

此，肿瘤细胞不太可能使用需要氧气的正常有氧呼吸。使用乳酸发酵的结果是TME是酸性的

(pH  6.5‑6.9)，而身体的其它部位通常是中性或微碱性的。例如，人血浆的pH为约7.4。参见

Estrella等人，“由肿瘤微环境产生的酸度驱动局部侵入(Acidity  Generated  by  the 

Tumor  Microenvironment  Drives  Local  Invasion)”，《癌症研究(Cancer  Research)》，第

73卷，第1524‑1535页，2013。与定位于身体其它部位的细胞相比，由于增殖的癌细胞对营养

的需求相对较高，TME中的营养可用性也很低。

[0306] 进一步地，TME还含有许多在身体其它部位不常见的不同细胞类型。这些细胞类型

包含内皮细胞和其前体、周细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞、癌相关成纤维细胞、肌成纤维细

胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、肥大细胞、T淋巴细胞和B淋巴细胞、自然杀

伤细胞和抗原呈递细胞(APC)，如巨噬细胞和树突状细胞(Lorusso等人，“肿瘤微环境和其

对肿瘤向转移进化的贡献(The  tumor  microenvironment  and  its  contribution  to 

tumor  evolution  toward  metastasis)”，《组织化学：细胞生物学(Histochem  Cell 

Biol)》，第130卷，第1091‑1103页，2008)。

[0307] 因此，TME具有至少若干种不同于身体其它部位的生理条件，如血浆中的生理条

件。TME的pH(酸性)低于身体其它部位，尤其是血浆(pH  7.4)。TME的氧气浓度低于身体其它

部位，如血浆。此外，TME的营养可用性低于身体其它部位，尤其是血浆。TME还具有一些在身

体其它部位尤其是血浆中不常见的独特细胞类型。

[0308] 在说明性实施例中，本发明的CAR包含从野生型生物(即天然)蛋白质产生的条件

活性ASTR，如从哺乳动物生物体(例如小鼠或人)分离的例如可以是用于肿瘤治疗的候选物

的野生型或天然抗体。在此类说明性实施例中，条件活性ASTR在至少一种生理条件下在TME

以外的身体部位(如血浆)中具有比天然或野生型生物蛋白质低的活性，而在TME中的至少

一种生理条件下，它比天然或野生型生物蛋白具有更高的活性。此类条件活性的天然或生

物蛋白质可以优先作用于TME中的癌细胞以治疗肿瘤，并且因此不太可能引起副作用。在其

中天然或生物蛋白质是针对其中抗原暴露于TME的肿瘤细胞的表面上的抗原的抗体的实施

例中，条件活性抗体对抗原的亲和力低于身体其它部位例如非TME中的天然或野生型抗体，

而它对抗原的亲和力高于TME中的天然或野生型抗体。此类条件活性抗体可以与身体其它
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部位中的抗原结合较弱或完全不结合，但与TME中的抗原结合更强，或与抗原强而紧密地结

合。

[0309] 假型化元件

[0310] 本文提供的许多方法和组合物包含假型元件。具有异源包膜糖蛋白的无复制能力

的重组逆转录病毒颗粒的假型化通常会改变病毒的嗜性并且促进宿主细胞的转导。如本文

所用的假型化元件可以包含鉴定和结合靶宿主细胞的包含一种或多种多肽，通常是糖蛋白

的“结合多肽”和一种或多种介导逆转录病毒和靶宿主细胞膜的融合由此允许逆转录病毒

基因组进入到靶宿主细胞中的“融合多肽”。在本文所提供的一些实施例中，假型化元件以

多肽/蛋白质的形式或以编码多肽/蛋白质的核酸序列的形式提供。

[0311] 在一些实施例中，假型化元件是猫内源性病毒(RD114)包膜蛋白、癌病毒性两性包

膜蛋白、癌病毒性嗜性包膜蛋白、水疱性口炎病毒包膜蛋白(VSV‑G)(SEQ  ID  NO：85)、狒狒

逆转录病毒包膜糖蛋白(BaEV)(SEQ  ID  NO：86)、鼠白血病包膜蛋白(MuLV)(SEQ  ID  NO：

87)、流感糖蛋白HA表面糖蛋白(HA)、流感糖蛋白神经氨酸酶(NA)、副粘病毒麻疹包膜蛋白

H，副粘病毒麻疹包膜蛋白F和/或这些包膜蛋白中的任何包膜蛋白的功能变体或片段。

[0312] 包装细胞系/制备重组逆转录病毒颗粒的方法

[0313] 本公开提供了哺乳动物包装细胞和包装细胞系，所述包装细胞系产生无复制能力

的重组逆转录病毒颗粒。产生无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的细胞系在本文中也被称

为包装细胞系。

[0314] 本文提供了用于制备逆转录病毒颗粒的示例性方法，例如本文的实例部分。此类

方法包含，例如，4质粒包装系统。在说明性实施例中，4质粒包装系统包含编码(i)gag/pol，

(ii)rev和(iii)假型化元件(如VSV‑G)的3种包装质粒。4质粒包装的第4个质粒是基因组质

粒。在另外的说明性实施例中，基因组质粒是第三代慢病毒表达载体，其3′LTR缺失导致自

失活。

[0315] 包装细胞系的细胞可以是贴壁细胞或悬浮细胞。下文提供了示例性细胞类型。在

说明性实施例中，包装细胞系可以是悬浮细胞系，即在生长期间不粘附于表面的细胞系。细

胞可以在化学定义的培养基和/或无血清培养基中生长。在一些实施例中，包装细胞系可以

是源自贴壁细胞系的悬浮细胞系，例如，可以根据本领域已知的方法使HEK293细胞系在产

生悬浮适应的HEK293细胞系的条件下生长。包装细胞系通常在化学定义的培养基中生长。

在一些实施例中，包装细胞系培养基可以包含血清。在一些实施例中，如本领域已知的，包

装细胞系培养基可以包含血清替代物。在说明性实施例中，包装细胞系培养基可以是无血

清培养基。此类培养基可以是按照美国食品和药物管理局(FDA)的现行良好生产规范

(CGMP)规定制造的化学定义的无血清调配物。包装细胞系培养基可以是无异源的且完整

的。在一些实施例中，包装细胞系培养基已被监管机构批准用于离体细胞处理，如FDA  510

(k)批准的装置。

[0316] 因此，一方面，本文提供了一种制备无复制能力的重组逆转录病毒颗粒的方法，所

述方法包含：A.在无血清培养基中悬浮培养包装细胞，其中所述包装细胞包括编码所述无

复制能力的逆转录病毒颗粒的可包装RNA基因组、REV蛋白、gag多肽、pol多肽和假型化元件

的核酸序列；以及B.从无血清培养基中采集所述无复制能力的重组逆转录病毒颗粒。

[0317] 在一些实施例中，多肽可以包含CAR，并且所述核酸序列可以编码本文所提供的任
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何CAR实施例。例如，多肽可以包含第一抗原特异性靶向区、第一跨膜结构域和第一细胞内

激活结构域。抗原特异性靶向区、跨膜结构域和细胞内激活结构域的实例在本文别处公开。

在一些实施例中，可包装RNA基因组可以进一步包含编码第二多肽的核酸序列。在其中靶细

胞是T细胞或NK细胞的一些实施例中，在靶细胞中具有活性的启动子在T细胞或NK细胞中具

有活性，如本文别处所公开的。

[0318] 本公开的一些方面包含细胞或者是细胞，在说明性实例中，哺乳动物细胞，所述哺

乳动物细胞被用作包装细胞以制备用于T细胞和/或NK细胞转导的无复制能力的重组逆转

录病毒颗粒，如慢病毒。

[0319] 本公开的一些方面包含细胞或者是细胞，在说明性实例中，哺乳动物细胞，所述哺

乳动物细胞被用作包装细胞以制备用于T细胞和/或NK细胞转导的病毒，如慢病毒。根据本

发明，可以选择多种细胞中的任一种用于体外产生病毒或病毒颗粒，如假型化重组逆转录

病毒颗粒。通常使用真核细胞，特别是哺乳动物细胞，包含人、猿、犬、猫、马和啮齿动物细

胞。在说明性实例中，细胞是人细胞。在另外的说明性实施例中，细胞无限繁殖，并且因此是

永生的。可以有利地用于本发明的细胞的实例包含NIH  3T3细胞、COS细胞、马丁‑达比犬肾

细胞(Madin‑Darby  canine  kidney  cell)、人胚胎293T细胞和源自此类细胞的任何细胞，

如源自293T细胞的gpnlslacZ 细胞。可以使用高度可转染的细胞，如人胚肾293T细胞。

“高度可转染”意指至少约50％、更优选地至少约70％和最优选地至少约80％的细胞可以表

达引入的DNA的基因。

[0320] 合适的哺乳动物细胞包含原代细胞和永生化细胞系。合适的哺乳动物细胞系包含

人细胞系、非人灵长类动物细胞系、啮齿动物(例如，小鼠、大鼠)细胞系等。合适的哺乳动物

细胞系包含但不限于HeLa细胞(例如，美国典型培养物保藏中心(ATCC)编号CCL‑2)、CHO细

胞(例如，ATCC编号CRL9618、CCL61、CRL9096)、293细胞(例如，ATCC编号CRL‑1573)、Vero细

胞、NIH  3T3细胞(例如，ATCC编号CRL‑1658)、Huh‑7细胞、BHK细胞(例如，ATCC编号CCLlO)、

PC12细胞(ATCC编号CRLCDR1721)、COS细胞、COS‑7细胞(ATCC编号CRLCDR1651)、RATl细胞、

小鼠L细胞(ATCC编号CCLI.3)、人胚胎肾(HEK)细胞(ATCC编号CRLCDR1573)、HLHepG2细胞、

Hut‑78、Jurkat、HL‑60、NK细胞系(例如，NKL、NK92和YTS)等。

[0321] 经基因修饰的T细胞和NK细胞

[0322] 在本文中的方法和组合物的实施例中，产生了经基因修饰的淋巴细胞，其本身是

本发明的单独方面。此类经基因修饰的淋巴细胞可以是经基因修饰和/或转导的淋巴细胞。

一方面，本文提供的经基因修饰的T细胞或NK细胞是使用根据本文所提供的任何方面的用

于基因修饰血液或其组分中的T细胞和/或NK细胞的方法制备的。例如，在一些实施例中，T

细胞或NK细胞已被基因修饰以表达第一多肽。在说明性实施例中，第一多肽可以是包含与

HER2蛋白特异性结合的抗原特异性靶向区(ASTR)、跨膜结构域和细胞内激活结构域的CAR。

在一些实施例中，T细胞或NK细胞可以进一步包含可以是CAR的第二多肽。在一些实施例中，

T细胞或NK细胞可以进一步包含表面上的假型化元件。经基因修饰的T细胞或NK细胞的CAR

和假型化元件可以包含本文所公开的任何方面、实施例或子实施例。

[0323] 在一些实施例中，经基因修饰的淋巴细胞是已被基因修饰以表达包括嵌合抗原受

体的第一多肽的淋巴细胞，如T细胞或NK细胞，所述嵌合抗原受体包含与HER2蛋白特异性结

合的抗原特异性靶向区(ASTR)、跨膜结构域和细胞内激活结构域。在本文中的任何方面的
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一些实施例中，NK细胞是NKT细胞。NKT细胞是表达CD3的T细胞子集，并且通常共表达αβT细

胞受体，但也表达通常与NK细胞相关的各种分子标志物(如NK1.1或CD56)。

[0324] 本公开的经修饰的淋巴细胞具有异源核酸序列，所述异源核酸序列已通过重组

DNA方法引入到淋巴细胞中，所述方法通常是编码本文所提供的抗HER2  CAR的核酸。例如，

说明性实施例中的异源序列在本文所提供的用于转导淋巴细胞的方法期间被插入到淋巴

细胞中。异源核酸存在于淋巴细胞内并且在一些实施例中整合到或不整合到经修饰淋巴细

胞的基因组中。

[0325] 在说明性实施例中，异源核酸整合到经基因修饰的淋巴细胞的基因组中。在说明

性实施例中，使用本文所提供的用于转导淋巴细胞的方法产生此类淋巴细胞，所述方法利

用重组逆转录病毒颗粒。此类重组逆转录病毒颗粒可以包含编码嵌合抗原受体的多核苷

酸，所述嵌合抗原受体通常至少包含抗原特异性靶向区(ASTR)、跨膜结构域和细胞内激活

结构域。本文在本公开的其它部分中提供了无复制能力的重组逆转录病毒颗粒和在无复制

能力的逆转录病毒颗粒的基因组中编码的多核苷酸的各个实施例，所述实施例可以用于产

生本身形成本公开的另一方面的经基因修饰的淋巴细胞。

[0326] 例如，本公开的包含本文所提供的编码用于结合HER2的CAR的核酸中的任何核酸

的经基因修饰的淋巴细胞可以在体外分离。例如，此类淋巴细胞可以存在于如本文所提供

的用于离体转导的培养基和其它溶液中。淋巴细胞可以以未经基因修饰的形式存在于通过

本文所提供的方法从受试者中收集的血液中，并且然后在转导方法期间进行基因修饰。

[0327] 在一些方面，本文提供了递送悬浮液、细胞疗法悬浮液、输注悬浮液、细胞分散体

或细胞悬浮液，其包括由悬浮在溶液如输注溶液中的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞构成

的群体，在说明性实施例中，冷冻保存的递送溶液或其它递送溶液，其中所述经基因修饰的

T细胞和/或NK细胞包括编码用于结合本文所提供的HER2的嵌合抗原受体(CAR)的核酸。在

说明性实施例中，此类组合物包括用于将经基因修饰的T细胞和/或NK细胞递送到哺乳动物

(例如，人)受试者的药物或生物级递送溶液，用于细胞疗法，通常是CAR‑T疗法。在一些实施

例中，递送悬浮液、细胞疗法悬浮液、输注悬浮液、细胞悬浮液或细胞分散体位于包括适于

细胞递送的赋形剂的溶液中，并且在说明性实施例中是冷冻保存的。在一些实施例中，所述

赋形剂包括以下中的一种或多种全部：葡萄糖、氯化钠、人白蛋白溶液、注射用葡聚糖40、二

甲亚砜、葡萄糖酸钠、乙酸钠、氯化钾、氯化镁、N‑乙酰色氨酸钠、辛酸钠、铝或已知浓度的用

于细胞疗法悬浮液或分散体的水。在此类细胞悬浮液或相关组合物中使用的溶液通常包含

基础培养基，如盐水或CSB，以及任选地如本文所公开的冷冻保存剂。在一些实施例中，所述

组合物可以包含如本文别处所公开的冷冻保存溶液。在说明性实施例中，冷冻保存溶液是

作为冷冻保存剂的冷冻保存的输注溶液，其中细胞可以被冷冻，并且然后在解冻时输注到

受试者中。例如，冷冻保存的输注溶液可以包括20‑40％葡萄糖、0.5‑2％葡聚糖、20‑60％人

血清白蛋白、5‑15％DMSO、无热原IV晶体溶液，例如具有血浆‑裂解物A(百特国际公司

(Baxter  International))、葡萄糖和氯化钠的组合物。每1000mL的血浆‑裂解物A含有用于

本文中的冷冻保存的输注溶液的基础培养基，并且因此所述基础培养基可以具有括号中的

范围，分别为5.26g(4‑6g)氯化钠、370mg(350‑450mg)氯化钾、300mg(200‑400mg)氯化镁、

3.68(3‑4)g和5.02g(4.5‑5.5g)乙酸钠和葡萄糖酸钠；这分别相当于140mmol/L钠、5mmol/L

钾、1.5mmol/L镁、98mmol/L氯化物以及27mmol/L和23mmol/L乙酸盐和葡萄糖酸盐。在一些
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实施例中，冷冻保存的输液溶液是CryoStor冷冻培养基。其它示例性冷冻保存的输注溶液，

其中可以冷冻保存CAR‑T细胞以解冻和任选地递送到受试者，包含Cryostor  CS5；31.25％

血浆‑裂解物A、31.25％葡萄糖、0.45％NaCl、7.5％DMSO、1％葡聚糖40和5％HSA；31.25％血

浆‑裂解物A、31.25％葡萄糖、0.45％NaCl、7.5％DMSO、1％葡聚糖40和5％HSA；50％HSA、

40％血浆裂解物和10％DMSO；以及血浆‑裂解物A、5％HSA和10％DMSO。

[0328] 在一些实施例中，细胞疗法悬浮液、输液悬浮液、细胞分散体或细胞悬浮液位于无

菌容器中，锁死无菌容器被配置成或适用于容纳细胞，特别是用于冷冻和解冻细胞(即，低

温容器)，如细胞冷冻保存袋(例如，康宁公司(Corning  Inc .) (亚利桑那州格兰岱尔

(Glendale，AZ))、CryMACSTM(加利福尼亚州圣地亚哥美天旎生物技术公司(Miltenyl 

Biotec，San  Diego，CA))、CryStoreTM冷冻袋(德克萨斯州奥斯汀傲锐东源公司(Origen，

Austin，TX))、KryoSureTM冷冻保存袋(马里兰州盖瑟斯堡圣戈班(Saint  Gobain，

Gaithersburg，MD)))，当细胞未冷冻时(例如，细胞解冻之后)，其也可以充当输液袋。在说

明性实施例中，容器，例如输液袋包含用于鉴定受试者的信息，如患者鉴定信息。在一些实

施例中，所述袋是乙烯醋酸乙烯酯(EVA)输液袋。在一些实施例中，容器(例如，袋)包含递送

溶液(如冷冻保存的输注溶液)中的一定体积的经基因修饰的细胞。在所述范围的低端，此

类体积可以介于1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20与25ml之间，并且在所述范围的高端，介于

5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、75与100ml之间，例如，介于5ml与100ml之间、

10ml与50ml之间、10ml与30ml之间、30ml与50ml之间或10ml与25ml之间。在一些实施例中，

容器(例如，袋)含有介于1×104与1×1010之间、或介于1×104与1×109之间、或介于1×104

与1×108之间、或介于1×104与1×1010之间、或介于1×104与1×109之间或介于1×104与1

×108之间个细胞。经基因修饰的淋巴细胞可以在它们被引入或在已被基因修饰之后重新

引入到受试者中之后在受试者体内发现。本文提供了关于施用经基因修饰的细胞的进一步

细节。

[0329] 一方面，本文提供了经转导和/或经基因修饰的T细胞或NK细胞，其包括重组多核

苷酸，所述重组多核苷酸在其基因组中包括与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可

操作地连接的一个或多个转录单元。转录单元可以编码任何分离的编码本文所提供的CAR

的核酸。

[0330] 在本文所公开的方法和组合物中，多肽的表达可以由控制元件调节。

[0331] 产生可条件激活的细胞的方法

[0332] 本公开提供了一种产生可条件激活的细胞的方法。所述方法通常涉及用包含编码

本公开的条件活性CAR的核苷酸序列的表达载体(例如，质粒或病毒)或RNA(例如，体外转录

的RNA)基因修饰哺乳动物细胞。经基因修饰的细胞在存在HER2的情况下是可条件激活的。

基因修饰可以在体内、体外或离体进行。细胞通常是免疫细胞(例如，T淋巴细胞、T辅助细胞

或NK细胞)、干细胞、祖细胞等。在说明性实施例中，所述细胞是T细胞。

[0333] 在一些情况下，基因修饰是离体进行的。例如，从个体中获得T淋巴细胞、干细胞、T

辅助细胞或NK细胞；并且从个体中获得的细胞被基因修饰以表达本公开的CAR。经基因修饰

的细胞在存在HER2的情况下是可条件激活的。在一些情况下，经基因修饰的细胞在体外被

激活。在其它情况下，将经基因修饰的细胞引入到个体(例如，从其中获得细胞的个体)中；

并且经基因修饰的细胞在体内被激活。例如，在HER2存在于个体中的细胞的表面上的情况
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下，不需施用抗原。经基因修饰的细胞与个体中的细胞的表面上存在的抗原接触并且所述

经基因修饰的细胞被激活。例如，在经基因修饰的细胞是T细胞的情况下，所述经基因修饰

的细胞可以对在其结合CAR的表面上表达HER2的细胞表现出细胞毒性。

[0334] 一方面，本文提供了用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法，所述

方法包括用于条件结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，其中所述方法包括：

[0335] a)富集外周血单核细胞(PBMC)，以从分离的血液中分离包括T细胞和/或NK细胞的

PBMC；

[0336] b)在有效条件下激活富集的PBMC的T细胞和/或NK细胞；

[0337] c)在有效条件下用无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导激活的T细胞和/或NK

细胞，由此产生经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，其中所述无复制能力的重组逆转录病毒

颗粒各自包括逆转录病毒基因组，所述逆转录病毒基因组包括与在T细胞和/或NK细胞中具

有活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列，其中所述一个或多个核酸序列的第

一核酸序列编码根据本文所提供的任何实施例的CAB‑CAR；以及

[0338] d)扩增所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，由此制备所述可条件激活的T细胞

和/或NK细胞。

[0339] 在上述方面的一些实施例中，所述方法进一步包含采集扩增的经基因修饰的T细

胞和/或NK细胞。在上述方面的一些实施例中，所述方法进一步包含在富集PBMC之前，从受

试者中收集血液。在另外的实施例中，所述方法进一步包含将采集的扩增的经基因修饰的T

细胞和/或NK细胞引入到所述受试者中。在另外的实施例中，所述经基因修饰的T细胞和/或

NK细胞在被引入到受试者中之后1、2、3、4、5、6、7或14天存在于所述受试者中。

[0340] 另一方面，本文提供了用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法，所

述方法包括用于条件结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，其中所述方法包括：

[0341] a)富集外周血单核细胞(PBMC)，以从分离的血液中分离包括T细胞和/或NK细胞的

PBMC；

[0342] b)用合成RNA转染T细胞和/或NK细胞，由此产生经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，

其中所述合成RNA包括与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或

多个核酸序列，其中所述一个或多个核酸序列的第一核酸序列编码根据本文所提供的任何

实施例的CAB‑CAR；以及

[0343] c)扩增所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，由此制备所述可条件激活的T细胞

和/或NK细胞。

[0344] 血液收集

[0345] 可以通过本领域已知的任何合适方法从受试者中收集或获得含有PBMC的血液。例

如，可以通过静脉穿刺或收集血液和/或PBMC样品的任何其它血液收集方法来收集血液。在

一些实施例中，PBMC可以通过如下文所讨论的单采术获得。

[0346] 对PBMC的富集

[0347] 在用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法中，包含T细胞和/或NK细

胞的外周血单核细胞(PBMC)在富集步骤中与血液样品的其它组分分离。可以使用本领域已

知的任何方法，例如使用单采术和/或密度梯度离心法，从其它血液组分和血细胞中富集

PBMC。在一些实施例中，可以使用Ficoll‑Paque(通用电气医疗集团(GE  Healthcare))。在
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一些实施例中，使用自动单采分离器，所述自动单采分离器从受试者中采集血液，使血液通

过分拣出特定细胞类型(如例如，PBMC)的设备，并且将剩余部分返回到受试者中。单采术之

后可以进行密度梯度离心。在一些实施例中，可以使用白细胞减少过滤装置富集和分离

PBMC。在一些实施例中，然后根据细胞表型(即阳性选择)，使用磁珠激活的细胞分选从PBMC

中纯化特定细胞群体，如例如T细胞和/或NK细胞。在一些实施例中，可以使用本领域已知的

方法从PBMC中去除单核细胞和/或巨噬细胞。关于要治疗的受试者，细胞可以是同种异体的

和/或自体的。在PBMC富集过程期间，可以如本领域已知的那样进行一次或多次洗涤，然后

分离富集的PBMC并且然后激活。洗涤溶液可以是任何适于洗涤血液和/或PBMC的溶液。根据

本领域已知的方法，可以将分离的PBMC重悬于用于培养T细胞和/或NK细胞的任何合适的基

础培养基中。在一些实施例中，培养基可以补充有HSA、人AB+血清、源自受试者的血清和/或

血清替代物。

[0348] 对PBMC的激活

[0349] 本文提供的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法通常包含用一

种或多种激活剂激活或刺激分离的PBMC以产生激活的T细胞和/或NK细胞的步骤。可以对新

鲜分离的PBMC或先前冷冻保存的PBMC进行激活。在使用冷冻保存的细胞的情况下，可以在

使用前使用开发的方案解冻细胞。

[0350] 在激活期间通常存在培养基，如本领域已知的用于离体过程的那些(作为非限制

性实例，X‑VIVO  15(龙沙公司(Lonza))或CTS培养基(赛默飞世尔公司(Thermo  Fisher)))。

在一些实施例中，培养基可以补充有HSA、人AB+血清、源自受试者的血清和/或血清替代物。

在说明性实施例中，培养基可以补充有血清替代物，如CTS血清替代物(赛默飞世尔公司)。

在一些实施例中，培养基可以补充有HSA、人AB+血清、源自受试者的血清和/或血清替代物。

[0351] 可以将一种或多种激活剂的任何组合添加到培养基中以产生激活的T细胞和/或

NK细胞。通常形成反应混合物以进行激活。在一些实施例中，可以通过将一种或多种激活剂

添加到培养基中来形成反应混合物。在本文所公开的实施例中的任何实施例中，一种或多

种激活剂以有效量使用，使得产生激活的T细胞和/或NK细胞。

[0352] 在一些实施例中，激活剂可以是多肽或抗体(例如，抗CD2、抗CD3和/或抗CD28)或

其靶向或结合T细胞刺激或共刺激分子、T细胞因子或任何其它合适的有丝分裂原(例如，十

四烷酰佛波醇乙酸酯(TPA)、植物血凝素(PHA)、刀豆球蛋白A(conA)、脂多糖(LPS)、商陆有

丝分裂原(PWM))的功能片段、T细胞刺激或共刺激分子的天然配体、磷酸抗原或氨基双膦酸

盐，如唑来膦酸盐。本领域已知多种抗体及其功能片段可激活或刺激T细胞和/或NK细胞。在

一些实施例中，一种或多种抗体或其功能片段可以固定在固体表面，如珠粒上。

[0353] 对T细胞和/或NK细胞的转导

[0354] 本文提供的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法通常包含转化

或转导激活的T细胞和/或NK细胞的步骤。在此类方法的一些实施例中，T细胞和/或NK细胞

离体与表达载体如无复制能力的重组逆转录病毒颗粒接触，以基因修饰T细胞和/或NK细

胞。不受理论限制，在接触期期间，无复制能力的重组逆转录病毒颗粒与T细胞和/或NK细胞

结合，此时逆转录病毒和宿主细胞膜开始融合。然后，通过转导过程，来自无复制能力的重

组逆转录病毒颗粒的遗传物质进入T细胞和/或NK细胞，并且通常并入宿主细胞DNA中。因

此，此类方法包含通过转导对T细胞和/或NK细胞进行基因修饰。本领域已知用于用无复制
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能力的重组逆转录病毒颗粒(如无复制能力的重组慢病毒颗粒)离体转导T细胞和/或NK细

胞的方法。示例性方法描述于以下中 ：例如Wa n g等人 (2 0 1 2)《免疫疗法杂志

(J.Immunother.)》35(9)：689‑701；Cooper等人(2003)《血液》101：1637‑1644；Verhoeyen等

人(2009)《分子生物学方法》506：97‑114；以及Cavalieri等人(2003)《血液》102(2)：497‑

505。在一些实施例中，T细胞和/或NK细胞可以与无复制能力的重组逆转录病毒颗粒接触。

在说明性实施例中，T细胞和/或NK细胞可以与无复制能力的重组慢病毒颗粒接触。

[0355] 扩增经转导的T细胞和/或NK细胞

[0356] 在本文所提供的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法的说明性

实施例中，经转导的T细胞和/或NK细胞在采集之前被扩增。在本文所公开的实施例中的任

何实施例中，存在用于激活和转导的培养基，并且转导之后可以进一步添加或更换，以进行

扩增。在一些实施例中，可以将培养基添加到激活期间形成的反应混合物中。用于扩增的培

养基通常包含用于激活和转导的相同基础培养基，如本领域已知的用于离体过程，尤其是

用于T细胞和/或NK细胞的那些(作为非限制性实例，X‑VIVO  15(龙沙公司)或Optimizer 

CTS培养基(赛默飞世尔公司))。在一些实施例中，培养基可以补充有HSA、人AB+血清、源自

受试者的血清和/或血清替代物，如CTS血清替代物(赛默飞世尔公司)。细胞因子，如IL‑2、

IL‑7或IL‑15，或在HSA中发现的那些可以在激活、转导和扩增之前、期间和/或之后添加到

培养基中。细胞扩增可以进行一定天数。在一些实施例中，扩增可以进行4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21天。在一些实施例中，扩增可以进行在所述范围的低

端的4、5、6、7或8天到在所述范围的高端的9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或21天。

在某些说明性实施例中，扩增进行6到12天或8到10天。

[0357] 细胞采集

[0358] 本文所提供的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法通常包含在

扩增之后采集经基因修饰的T细胞和/或NK细胞。在一些实施例中，可以使用本领域已知的

方法在采集期间浓缩或收集经转导的T细胞和/或NK细胞。在一些实施例中，T细胞和/或NK

细胞可以在采集期间使用本领域已知的任何合适的洗涤溶液洗涤一次或多次。在采集结束

时，T细胞和/或NK细胞可以重新悬浮在本领域已知的任何合适的培养基中。在本文所公开

的实施例中的任何实施例中，对扩增的T细胞和/或NK细胞的采集可以基于扩增完成标准进

行。在一些实施例中，扩增完成标准可以是乳酸浓度、细胞密度或扩增天数。

[0359] 在一些实施例中，可以将采集的细胞引入，返回引入，重新引入，输注或重新输注

到受试者中。在一些实施例中，在重新引入到受试者中之前，可以如下文所描述的将采集的

细胞冷冻保存。在说明性实施例中，在不首先冷冻保存细胞的情况下，将采集的细胞引入，

返回引入，重新引入，输注或重新输注到受试者中。受试者通常是采集血液的同一受试者。

[0360] 在整个本公开中，经转导的T细胞和/或NK细胞包含在离体转导期间保留并入到细

胞中的核酸中的至少一种核酸的经转导的细胞的后代。在本文列举“重新引入”经转导的细

胞的方法中，应当理解，当从受试者的血液中收集此类细胞时，所述细胞通常不处于转导状

态。

[0361] 细胞引入/重新引入

[0362] 在本文所公开的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法的某些实

施例中，可以将采集的T细胞和/或NK细胞引入、返回引入、重新引入、输注或重新输注到受
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试者中用于治疗效果。要重新引入的T细胞和/或NK细胞的数量可以是预定剂量，所述预定

剂量可以是治疗有效剂量。在一些实施例中，预定剂量可以取决于在细胞上表达的CAR(例

如，在经转导的T细胞和/或NK细胞上表达的抗原特异性靶向区的亲和力和密度)、靶细胞的

类型、正在治疗的疾病或病理病状的性质或组合。在一些实施例中，采集的细胞的预定剂量

可以基于受试者的质量，例如，每千克受试者的细胞数(细胞/kg)。在本文中提供了要施用

的药物组合物中的经修饰的T细胞和/或NK细胞的进一步细节，包含在本文中提供的剂量范

围和施用途径。

[0363] 细胞冷冻保存

[0364] 在本文所提供的用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方法中，通过本

文所描述的方法产生的采集的细胞可以以预定剂量冷冻保存在低温容器如冷冻保存袋

(即，冷冻袋)中供以后使用，如本文进一步详细讨论的。用于冷冻保存细胞的方法和试剂在

本领域中是众所周知的。冷冻保存可以包含一次或多次洗涤和/或浓缩本文中的实施例中

提供的任何T细胞和/或NK细胞的步骤。所述方法还可以包含形成冷冻保存混合物或悬浮液

的步骤，所述冷冻保存混合物或悬浮液包含稀释溶液中的T细胞和/或NK细胞，所述稀释溶

液可以是递送溶液和合适的冷冻保存溶液。在一些实施例中，所述方法可以包含如本领域

已知的冷冻所述冷冻保存混合物的步骤。

[0365] 作为非限制性具体实例，一旦细胞被调配为在一个或多个冻存袋中冷冻，就将袋

密封，放入如CryoMed  7455(赛默飞世尔公司)等冷冻装置中，并且然后将袋以37℃到4℃，

并且然后逐步下降到‑80℃的逐渐温度下降斜坡冷冻。然后可以在例如12‑36小时之后将细

胞转移到液氮中。

[0366] 在一些实施例中，合适的冷冻保存溶液可以包含一种或多种非电解质，包含低分

子分子，如糖、甘油(海藻糖和蔗糖)和二甲基亚砜(DMSO)，以及大聚合物分子(例如，聚乙烯

吡咯烷酮和羟乙基淀粉)。本文提供了关于冷冻保存溶液的进一步细节。

[0367] 解冻冷冻保存的T细胞和/或NK细胞的方法是本领域已知的。对于自体细胞引入/

输注，这通常涉及在重新引入(即输注)之前使用在低温容器(例如，冷冻袋)上提供的个人

鉴定信息确认受试者的身份。然后可以通过确定体重、剂量和CAR阳性T细胞和/或NK细胞密

度(细胞/ml)来计算输注体积。然后将低温容器(例如，冷冻袋)中的细胞解冻，例如在37℃

水浴中。低温容器中存在的任何细胞团块都可以通过搅拌去除。然后可以例如以本文所提

供的任何速率静脉内递送细胞悬浮液，例如用注射器或注射泵以0.25到5毫升/分钟或0.75

到1.25毫升/分钟。

[0368] 表征和商业产生方法

[0369] 本公开提供了可以在科学实验和商业生产中用作研究试剂的各种方法和组合物。

此类科学实验可以包含用于表征淋巴细胞如NK细胞并且在说明性实施例中使用用于基因

修饰例如转导本文所提供的淋巴细胞的方法的T细胞的方法。例如，此类方法可以用于研究

淋巴细胞的激活以及激活使此类细胞可转导的详细分子机制。此外，本文提供了经基因修

饰的淋巴细胞，所述经基因修饰的淋巴细胞将具有效用，例如，作为研究工具以更好地了解

影响T细胞增殖和存活的因素。此类经基因修饰的淋巴细胞，如NK细胞和在说明性实施例中

的T细胞，还可以用于商业生产，例如用于生产某些因子，如生长因子和免疫调节剂，所述因

子可以被采集和测试或用于商业产品的生产。
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[0370] 淋巴细胞的科学实验和/或表征可以包含本文所提供的用于分析或比较淋巴细胞

的任何方面、实施例或子实施例。在一些实施例中，T细胞和/或NK细胞可以用本文所提供的

包含多核苷酸的无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导。在一些实施例中，对T细胞和/或

NK细胞的转导可以包含多核苷酸，所述多核苷酸包含编码本公开的多肽例如CAR的多核苷

酸。

[0371] 激活免疫细胞的方法

[0372] 本公开提供了在体外、体内或离体激活免疫细胞的方法。所述方法通常涉及使免

疫细胞(体外、体内或离体)与HER2接触，其中所述免疫细胞已被基因修饰为产生(即表达)

本公开的条件活性CAR。在存在HER2的情况下，条件激活的CAR激活免疫细胞，由此产生激活

的免疫细胞。免疫细胞包含例如细胞毒性T淋巴细胞、NK细胞、CD4+T细胞、T调节(Treg)细

胞、γδ‑T细胞、NK‑T细胞、嗜中性粒细胞等。在说明性实施例中，免疫细胞是T细胞或NK细

胞，在具体地说明性实施例中，免疫细胞是包含NK‑T细胞的T细胞。在此类说明性实施例中，

激活通常是激活T细胞或NK细胞的细胞毒性活性。此类方法可以使用多种免疫细胞(例如，T

细胞或NK细胞)进行。在另外的说明性实施例中，所述接触涉及使表达HER2的靶哺乳动物细

胞与免疫细胞接触。用于激活T细胞或NK细胞的此类方法可以通过检测以下而检测：T细胞

或NK细胞对细胞因子的释放如IFN‑γ或IL‑2的释放、T细胞和/或NK细胞对表达HER2的细胞

的细胞毒性活性的增加、T细胞或NK细胞中的IFNγ和/或IL‑2的细胞内表达增加、通过荧光

激活细胞分选(FACS)分析测量的T细胞或NK细胞的CD107a和/或CD69表达增加以及T细胞或

NK细胞的增殖增加。本文中的实例提供了检测T细胞和/或NK细胞激活的这些方法中的一些

方法的细节。

[0373] 本文所提供的另外的方面包含用于将免疫细胞(例如，T细胞或NK细胞)与靶哺乳

动物细胞结合的方法，所述方法包含在体外、体内或离体使靶哺乳动物细胞与免疫细胞接

触，其中所述靶哺乳动物细胞表达HER2，并且所述免疫细胞表达本文所提供的与HER2结合

的任何CAR。此类结合可以激活免疫细胞。此类方法可以使用多种免疫细胞(例如，T细胞或

NK细胞)进行。如通过检测由释放细胞因子和细胞毒性活性增加引起的T细胞或NK细胞的激

活来检测的此类结合方法在本文中的实例中提供。

[0374] 在本文中的说明性实施例中，用于结合或激活免疫细胞的方法中的接触涉及在小

于7.4的pH下接触微环境中的免疫细胞(例如，T细胞或NK细胞)。例如，pH可以小于5.8、5.9、

6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8或6.9或者在5.8到7.0的范围内，在说明性实施例

中在6.0到6.8的范围内、在6.1到6.9的范围内、在6.2到6.8的范围内，或者介于所述范围的

低端的6.0、6.1、6.2、6.3、6.4和6.5与所述范围的高端的6.6、6.7、6.8和6.9之间。在此类说

明性实施例中，CAR是本文所公开的识别本文所提供的HER2的任何CAB‑CAR。

[0375] 与在不存在HER2的情况下由免疫细胞产生的细胞因子的量相比，使经基因修饰的

免疫细胞(例如，T淋巴细胞、NK细胞)与HER2接触可以使由免疫细胞产生的细胞因子增加至

少约10％、至少约15％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至

少约75％、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约5倍、至少约10倍或超过10倍。与在不存在HER2

的情况下由免疫细胞分泌的细胞因子的量相比，使经基因修饰的免疫细胞(例如，T淋巴细

胞或NK细胞)与HER2接触可以使由免疫细胞分泌的细胞因子增加至少10％、至少15％、至少

20％、至少25％、至少30％、至少40％、至少50％、至少75％、至少2倍、至少2.5倍、至少5倍、
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至少10倍或超过10倍。可以增加产量的细胞因子包含但不限于IL‑2和IFN‑γ。

[0376] 与在不存在HER2的情况下细胞毒性细胞的细胞毒性活性相比，使经基因修饰的细

胞毒性细胞(例如，细胞毒性T淋巴细胞)与HER2接触可以使细胞毒性细胞的细胞毒性活性

增加至少约10％、至少约15％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少约

50％、至少约75％、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约5倍、至少约10倍或超过10倍。

[0377] 与在不存在HER2的情况下免疫细胞的CD107a和/或CD69的表达相比，使经基因修

饰的免疫细胞(例如，T淋巴细胞、NK细胞)与HER2接触可以使细胞的CD107a和/或CD69的表

达增加至少约10％、至少约15％、至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约40％、至少

约50％、至少约75％、至少约2倍、至少约2.5倍、至少约5倍、至少约10倍或超过10倍。

[0378] 在其它实施例中，例如，取决于宿主免疫细胞，使经基因修饰的宿主细胞与抗原接

触可以增加或减少细胞增殖、细胞存活、细胞死亡等。

[0379] 治疗方法

[0380] 本公开提供了用于治疗包含本文所提供的抗HER2  CAB‑CAR的病症的多种方法。在

一些实施例中，所述方法利用了以下事实：本公开的CAB‑CAR当存在于T淋巴细胞或NK细胞

中并由其表达时可以介导对靶细胞的细胞毒性。对于向其引入/施用具有本文所提供的

CAB‑CAR  T细胞和/或NK细胞的群体的受试者，细胞可以是同种异体的或自体的。本公开的

CAB‑CAR在某些靶标条件下与靶细胞上存在的抗原结合，由此介导被基因修饰为产生CAB‑

CAR的T淋巴细胞或NK细胞对靶细胞的杀伤。CAB‑CAR的ASTR通常与靶细胞的表面上存在的

抗原结合。因此，在另外的方面，本公开提供了编码本文所提供的任何CAB‑CAR的核酸在制

造或制备药物中的用途。

[0381] 靶细胞包含但不限于癌细胞。因此，本公开提供了杀死靶癌细胞或抑制靶癌细胞

生长的方法，所述方法涉及接触被基因修饰为产生主题CAR的细胞毒性免疫效应细胞(例

如，细胞毒性T细胞或NK细胞)，使得T淋巴细胞或NK细胞识别存在于靶癌细胞的表面上的抗

原，并且介导对靶细胞的杀伤。此类方法的说明性方面提供了用于治疗癌症的方法。CAB‑

CAR不限于用于治疗癌症或靶向肿瘤或癌细胞的用途，而是适用于一种或多种适应症，包含

治疗循环系统病症、关节炎、多发性硬化症、自身免疫性病症、皮肤病症、病毒性疾病和病

症，并且以各种诊断形式使用。在本文中的某些说明性实施例中，将表达或能够表达本文所

提供的抗HER2  CAR的T细胞和/或NK细胞递送到患有与HER2蛋白表达或过表达相关的癌症

的受试者。此类癌症包含但不一定限于乳腺癌、卵巢癌、膀胱癌、胆囊癌、肺癌、宫颈癌、肠

癌、肝外或肝内胆管癌、唾液管癌、胃癌，包含食道癌、食道胃结合部癌和胃腺癌和胃肠道间

质瘤、结肠癌、肺癌，包含非小细胞和小细胞小细胞肺癌、胰腺癌如胰腺腺癌、阴茎癌、垂体

癌、前列腺癌、肉瘤，包含软组织肉瘤、腹膜肉瘤和腹膜后肉瘤、孤立性纤维瘤、胸腺癌、甲状

腺癌、宫颈癌、子宫癌、睾丸癌、子宫内膜癌、胶质母细胞瘤如多形性胶质母细胞瘤、胶质瘤、

少突胶质细胞瘤、头颈癌、肝细胞癌、小肠恶性肿瘤、黑色素瘤、神经内分泌肿瘤或其它HER2

蛋白表达或过度表达的癌症。HER2通常在上皮来源的恶性肿瘤和源自间充质、神经内分泌

组织、中枢神经系统和肾脏的癌症中过表达，并且因此本发明的抗体或抗体片段可以用于

治疗这些类型的癌症。有关癌症中的各种形式的HER2表达的信息可以在例如以下中找到：

“HER2在多种癌症中的表达状态：回顾来自37,992名患者的结果(HER2expression  status 

in  diverse  cancers：review  ofresults  from  37,992patients)”，Yan，Min等人，《癌症和
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转移综述(Cancer  Metastasis  Rev.)》，(2015)34：157‑164。与HER2表达或过表达相关的疾

病包含外阴佩吉特氏病(Vulvar  Paget′s  disease)。在一些实施例中，本公开的方法可以

包含用于抑制血管生成、抑制细胞增殖、抑制免疫功能、抑制炎性细胞因子分泌(例如，来自

肿瘤相关巨噬细胞)、抑制肿瘤脉管系统(例如，瘤内脉管系统或肿瘤相关脉管系统)和/或

抑制肿瘤基质功能的抗HER2  ASTR和/或CAR。在一些实施例中，治疗这些病状的方法可以包

含抗HER2  ASTR和/或CAR。在说明性实施例中，将抗HER2  CAB  CAR  T细胞和/或NK细胞递送

到患有HER2阳性癌症的哺乳动物(例如人)受试者，以为受试者增加生存持续时间、启动客

观缓解、控制癌症或抑制癌症进展。

[0382] 在某些方面，本公开提供了一种治疗患有癌症的受试者的癌症的方法。因此，本公

开提供了用于针对癌症，尤其是表达HER2的癌症的过继性细胞疗法的方法，所述方法使用

本文所提供的抗HER2  CAB‑CAR。因此，一方面，所述方法包含以下：A.将被配置为表达编码

如本文所提供的针对HER2的CAB‑CAR的多核苷酸序列的表达载体引入到从受试者中获得的

外周血细胞中以产生基因工程化的细胞毒性细胞(如T细胞或NK细胞)；以及B.将所述基因

工程化的细胞毒性细胞施用于所述受试者。本文提供了用于处理T细胞以激活、转导和通常

扩增此类细胞的详细方法，所述方法提供上述步骤A的说明性实施例。

[0383] 治疗方法包含本文中的示例性实施例部分中提供的方法：在哺乳动物中提供抗肿

瘤免疫，治疗患有与HER2表达升高相关的疾病、病症或病状的哺乳动物，治疗患有癌症(例

如，乳腺癌、胃癌、食道癌、卵巢癌、子宫内膜癌、肺癌或膀胱尿路上皮癌)的人，在哺乳动物

中产生由经基因修饰的T细胞构成的持久群体，扩增人的由经基因修饰的T细胞构成的群

体，并且刺激对哺乳动物(例如，人)的靶细胞群体或组织的T细胞介导的免疫应答。

[0384] 在本文所提供的包含受试者、哺乳动物和/或人的实施例的任何方面的某些实施

例中，哺乳动物(例如，人)受试者接受了先前的曲妥珠单抗疗法作为新辅助或辅助疗法。在

一些实施例中，在某些说明性实施例中，哺乳动物(例如，人)受试者患有复发性癌症(例如，

复发性乳腺癌)，所述复发性癌症在哺乳动物受试者用曲妥珠单抗疗法(即赫赛汀疗法)或

其生物类似物治疗之后复发。

[0385] 在本文所提供的包含受试者、哺乳动物和/或人以及任选地用于将细胞施用于受

试者的步骤的实施例的任何方面的某些实施例中，在说明性实施例中，哺乳动物患有HER2

阳性癌症。在一些实施例中，HER2阳性癌症是由过度表达HER2的细胞引起的癌症。在一些实

施例中，相对于未癌变的相似细胞，过表达可以是1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5或5倍过表达。在

一实施例中，HER2阳性癌症包含具有HER2基因扩增的细胞。在一些实施例中，哺乳动物受试

者(例如，人)患有肿瘤，其中所分析的所有肿瘤细胞中的至少50％为HER2阳性。用于检测和

测量肿瘤的HER2表达的方法是本领域已知的。在一些实施例中，HER2阳性由细胞表面上的

HER2的表达(例如，免疫组织化学(IHC))、基因扩增(例如，FISH或PCR)或HER2  mRNA的表达

(例如，qPCR)确定。在一些实施例中，HER2是如由HER2确定的阳性，例如赫赛汀，伴随诊断。

在一些实施例中，HER2伴随诊断是FoundationOne  CDx(基础医学公司(Foundation 

Medicine，Inc.))、PathVysion  HER‑2DNA探针试剂盒(雅培分子公司(Abbott  Molecular 

Inc.))、InSite  Her‑2/neu  KIT(拜尔基因实验室公司(Biogenex  Laboratories，Inc.))、

INFORM  HER‑2/neu(文塔纳医疗系统公司(Ventana  Medical  Systems，Inc.))、PATHWAY抗

Her2/neu(4B5)兔单克隆初级抗体(文塔纳医疗系统公司)、INFORM  HER2双ISH  DNA探针混

说　明　书 59/91 页

68

CN 115485293 A

68



合物(文塔纳医疗系统公司)、VENTANAHER2双ISH  DNA探针混合物(文塔纳医疗系统公司)、

SPOT‑LIGHT  HER2  CISH试剂盒(生命技术公司(Life  Technologies  Corp.))、Bond  Oracle 

HER2  IHC系统(莱卡生物系统公司(Leica  Biosystems))、HER2  CISH  pharmDx试剂盒(丹麦

丹科公司A/S(Dako  DenmarkA/S))、HercepTest(丹麦丹科公司A/S)或HER2  FISH  pharmDx

试剂盒(丹麦丹科公司A/S)。在非限制性具体实例中，HER2表达使用罗氏HER2抗体(4B5)对

肿瘤组织进行标准染色来分析，并且根据“乳腺癌HER2检测指南(2019版)”和“胃癌HER2检

测指南(2016版)”进行解释。在某些实施例中，肿瘤细胞占所有肿瘤细胞的≥50％。对于除

胃癌和乳腺癌以外的HER23+实体瘤，在说明性实施例中进行FISH以确认HER2的表达；对于

在HER2靶向疗法之后复发的患者，在说明性实施例中，再次进行活检和IHC以检测HER2表

达；

[0386] 在一些实施例中，人受试者具有大多数或在说明性实施例中，所有以下血液参数：

血红蛋白(HGB)≥90g/L，两周内不进行输血；白细胞(WBC)≥2.5×109/L；中性粒细胞绝对

计数(ANC)≤1.5×109/L；血小板计数(PLT)≥80×109/L；‑总胆红素(TBIL)≤3.0ng/dL或

≤1.5ULN；天冬氨酸转氨酶(AST)和丙氨酸转氨酶(ALT)≤2.5×ULN；如果肝功能异常是由

肝细胞癌或肿瘤肝转移引起的，则AST和ALT≤5×ULN；并且血清肌酸酐(Cr)≤1.5×ULN；或

者肌酸酐清除率(CrCl)≥50毫升/分钟。

[0387] CAR可以是识别本文所公开的HER2的任何CAB‑CAR，尤其是对表达这些抗原的癌细

胞具有细胞毒性的那些。通过用载体转导包含T细胞和/或NK细胞的外周血白细胞，可以将

编码抗HER2  CAB‑CAR的表达载体引入到外周血细胞中。在某些说明性实施例中，载体是重

组病毒，如重组逆转录病毒，所述重组病毒在一些实施例中是重组慢病毒。在一些实施例

中，癌症是表达HER2的软组织肉瘤或间皮瘤，受试者(例如，软组织肉瘤患者或间皮瘤患者)

的T细胞和/或NK细胞用本文所公开的抗HER2  CAR，例如抗HER2  CAB‑CAR转导。

[0388] 用于治疗本文所提供的病症的方法通常包含向受试者施用表达本文所提供的抗

HER2  CAB‑CAR的经基因修饰的T细胞或NK细胞。在一些实施例中，经基因修饰的细胞存在于

递送溶液中，例如如本文所讨论的冷冻保存的递送溶液。在一些实施例中，递送溶液位于袋

中，如输液袋，如本文别处所公开的。在一些实施例中，施用可以是静脉内施用、皮下施用或

肿瘤内施用。在一些实施例中，静脉内施用可以包含的输注速率为介于所述范围的低端的

0.25、0.5、0.75、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15和20毫升/分钟与所述范围的高端的5、6、7、8、

9、10、15、20、25、30和35毫升/分钟之间，例如介于5毫升/分钟与30毫升/分钟之间、10毫升/

分钟与25毫升/分钟之间或10毫升/分钟与20毫升/分钟之间。在一些实施例中，施用可以在

1次施用中发生。在一些实施例中，施用可以在2次或更多次，例如3次或更多次、4次或更多

次、或5次或更多次单独施用中发生。在一些实施例中，一次施用可以包含使用多于1个袋，

例如2、3、4、5、6、7、8、9或10个袋。在一些实施例中，经基因修饰的细胞被冷冻，例如在冷冻

保存的递送溶液中，并且必须在施用之前解冻。在一些实施例中，经基因修饰的细胞处于细

胞分散体中。在静脉内施用经基因修饰的T细胞和/或NK细胞的方法中，通常1×104个细胞/

kg到1×1010个细胞/kg体重，例如1×104到1×109，例如1×105到1×107个CAR阳性T和/或NK

细胞/kg体重，在适合肠胃外施用的缓冲液中递送。在一些实施例中，对体重为50kg或以下

的受试者的施用可以含有每kg体重0.2×106到5.0x108个或0.2×106到5.0×106个表达本

文所提供的抗HER2  CAB‑CAR的CAR阳性T和/或NK细胞。在一些实施例中，对体重高于50kg的
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受试者的施用可以含有0.1×108到6×108个表达本文所提供的抗HER2  CAB‑CAR的CAR阳性T

和/或NK细胞，例如，0.1×108到2.5×108或0.6×108到6×108个表达本文所提供的抗HER2 

CAB‑CAR的T和/或NK细胞。在肿瘤内施用经基因修饰的T细胞和/或NK细胞的方法中，通常在

等渗溶液中递送1×106个CAR阳性T细胞和5×108个CAR阳性T细胞。在某些实施例中，细胞在

递送悬浮液中的浓度为1×104到1×1010个细胞/ml或1×106到1×109个细胞/ml。

[0389] 递送悬浮液通常会满足某些质量控制释放标准。因此，在某些实施例中，递送悬浮

液中的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞的活力百分比将大于或等于50％、60％或70％；其

CD3阳性速率大于或等于40％、50％或60％；和/或(在说明性实施例中“并且”)其CD3和CAR

阳性速率大于或等于5％、10％或15％。在其它实施例中，递送悬浮液中的经基因修饰的T细

胞和/或NK细胞的活力百分比将介于50％与95％之间、介于60％与95％之间或介于70％与

95％之间；其CD3阳性速率介于40％与90％之间、介于50％与90％之间或介于60％与90％之

间；和/或(在说明性实施例中“并且”)其CD3和CAR阳性速率为5％到50％、10％到50％或

15％到50％。此外，在说明性实施例中，递送悬浮液中的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞平

均或60％、70％、90％、90％、95％、99％或所有测量的具有小于或等于每基因组CAR编码核

酸的3个拷贝。此外，在说明性实施例中，本文所提供的递送悬浮液的内毒素水平小于或等

于10EU/mL。

[0390] 在一些实施例中，要施用的淋巴细胞可以存在于袋中，并且在说明性实施例中，可

以存在于输注袋中，如冷冻输注袋，并且在另外的说明性实施例中，可以存在于输注袋中，

所述输注袋包含用于鉴定受试者的信息，如患者鉴定信息。在一些实施例中，袋包含的淋巴

细胞的体积介于所述范围的低端的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20和25m1与所述范围的高

端的5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、75和100ml之间。

[0391] 在一些实施例中，示例性施用方法可以包含用用于在冷冻袋或输注袋上或在说明

性实施例中用于输注的冷冻袋上鉴定受试者的信息(患者鉴定信息)来确认受试者的身份，

以10毫升/分钟到20毫升/分钟的静脉输注施用经基因修饰的细胞(根据较小的儿童和较小

的体积进行适当调整)，其中包括经基因修饰的T细胞和/或NK细胞的输注袋中的体积介于

10ml与50ml之间。在一些实施例中，在包含施用的任何方法中都使用超过一个输注袋。在一

些实施例中，当在包含施用的方法中使用超过一个输注袋时，在前一个受阻胡袋被安全施

用之前，下一个袋不会解冻。在一些实施例中，输注袋通过管道施用之前，先用生理盐水灌

注管道。在一些实施例中，所述方法进一步包括用介于所述范围的低端的1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10、15、20和25ml的盐水与所述范围的高端的5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、

50、75和100ml的盐水，例如介于5与100之间、10与50之间或10与30ml之间的盐水冲洗输注

袋，并且将输注袋中的盐水施用到受试者中。

[0392] 在一些实施例中，在向受试者施用CAR细胞之前，向受试者施用可能暂时或最终影

响受试者免疫系统活性(免疫抑制)的药物或治疗(例如，减瘤、放射)，如淋巴细胞清除药

物、耗竭T、NK和/或B细胞的药物或降低特定免疫细胞亚群活性的药物。在非限制性实施例

中，在向受试者施用经基因修饰的T细胞和/或NK细胞之前，向受试者施用淋巴细胞清除化

疗方案。CAR‑T疗法领域中已知的任何标准淋巴细胞清除化疗方案都可以与本文中的方法

一起使用。在非限制性说明性实施例中，化疗方案包括苯达莫司汀，或包括环磷酰胺和/或

氟达拉滨。在一些实施例中，氟达拉滨以约10‑50mg/m2(例如，约10‑15、15‑20、20‑25、25‑

说　明　书 61/91 页

70

CN 115485293 A

70



30、30‑35、35‑40、40‑45或45‑50mg/m2)的剂量例如静脉内施用。在一些实施例中，环磷酰胺

以约200‑300mg/m2(例如，约200‑225、225‑250、250‑275或275‑300mg/m2)的剂量例如静脉内

施用。在一些实施例中，苯达莫司汀以50‑150mg/m2(70‑130、75‑125、75‑115、80‑100、85‑95

或90mg/m2)例如静脉内施用。

[0393] 氟达拉滨可以施用例如2‑6、2‑4、3‑5、3‑4、4‑5、3天或4天，通常连续若干天。环磷

酰胺可以递送1‑4天、2‑4天、2‑3天或3天，通常是连续若干天，例如与氟达拉滨一起施用时

与氟达拉滨在同一天开始。例如，苯达莫司汀可以递送1‑4、2‑4、2‑3或3天。可以在淋巴细胞

清除方案施用完成之后1到21、2到14、2到10、2到7或2到5天将经基因修饰的T细胞和/或NK

细胞施用于受试者。例如，可以连续1天、2天、3天、4天或5天，说明性地连续3天，在1到30、2

到15、2到11、2到7、3到5或2到4天之前向受试者施用淋巴细胞清除化学疗法。在一些实施例

中，测量受试者的白细胞计数以确保其超过某个临界值(例如，1×109)，或者在施用经基因

修饰的T细胞和/或NK细胞之前未执行淋巴细胞清除方案。在一些实施例中，施用之前、伴随

施用和/或施用之后施用白介素或其经修饰版本。例如，本文所提供的一些实施例包含共施

用IL‑2，或具有持续释放和/或与偏向激活增殖和/或杀伤T细胞的活性的某些IL‑2受体结

合的IL‑2的经修饰版本。例如，经修饰的IL‑2在某些实施例中是peg化IL‑2并且可以是

NKTR‑214(加利福尼亚州旧金山内克塔治疗公司((Nektar  Therapeutics，San  Francisco，

CA))。在其它实施例中，经修饰的IL‑2是ALKS4230(奥克美思公司(Alkermes，Inc.))。

[0394] 可以适于通过本文所公开的方法进行疗法的癌包含但不限于食道癌、肝细胞癌、

基底细胞癌(一种皮肤癌)、鳞状细胞癌(各种组织)、膀胱癌，包含移行细胞癌(膀胱恶性肿

瘤)、支气管癌、结肠癌、结直肠癌、胃癌、肺癌，包含小细胞癌和非小细胞肺癌、肾上腺皮质

癌、甲状腺癌、胰腺癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、腺癌、汗腺癌、皮脂腺癌、乳头状癌、乳头

状腺癌、囊腺癌、髓样癌、肾细胞癌、导管原位癌或胆管癌、绒毛膜癌、精原细胞瘤、胚胎癌、

肾母细胞瘤、宫颈癌、子宫癌、睾丸癌、成骨细胞癌、上皮癌和鼻咽癌。

[0395] 可以适于通过本文所公开的方法进行疗法的肉瘤包含但不限于纤维肉瘤、粘液肉

瘤、脂肪肉瘤、软骨肉瘤、脊索瘤、成骨肉瘤、骨肉瘤、血管肉瘤、内皮肉瘤、淋巴管肉瘤、淋巴

管内皮瘤、滑膜瘤、间皮瘤、尤文氏肉瘤、平滑肌肉瘤、横纹肌肉瘤和其它软组织肉瘤。

[0396] 可以适于通过本文所公开的方法进行疗法的其它实体瘤包含但不限于胶质瘤、星

形细胞瘤、髓母细胞瘤、颅咽管瘤、室管膜瘤、松果体瘤、血管母细胞瘤、听神经瘤、少突胶质

细胞瘤、血管瘤、黑色素瘤、神经母细胞瘤和视网膜母细胞瘤。

[0397] 可以适于根据本文所公开的方法进行治疗的其它癌症包含非典型脑膜瘤(脑)、胰

岛细胞癌(胰腺)、髓质癌(甲状腺)、间质瘤(肠)、肝细胞癌(肝)、肝母细胞瘤(肝)、透明细胞

癌(肾)和纵隔神经纤维瘤。

[0398] 在一些实施例中，适于根据本文所公开的方法进行治疗的癌症包含HER2阳性肿瘤

或癌症。在一些实施例中，适于根据本文所公开的方法进行治疗的癌症包含乳腺癌、胃癌、

食道癌、卵巢癌、子宫内膜癌、肺癌或尿路上皮膀胱癌。在一些实施例中，受试者的癌症是复

发性或难治性HER2阳性实体瘤。肿瘤可以是经组织学或细胞学证实未通过标准治疗的晚期

实体瘤，其中TNM分期为IV期(根据AJCC第八版)。在某些实施例中，根据RECIST  1.1标准，存

在至少一个可测量病变，即根据CT横截面图像或磁共振成像(MRI)，非淋巴结病变的长直径

为≥10mm，或者淋巴结病变的短直径为≥15mm；在一些实施例中，受试者可以具有0‑1的东
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部合作肿瘤小组(ECOG  PS)。

[0399] 增强宿主的免疫功能以对抗肿瘤可以与本发明的方法结合使用。常规方法包含

(i)APC增强，如(a)将编码外源MHC同种抗原的DNA注入肿瘤，或(b)用增加免疫抗原识别的

可能性的基因(例如，免疫刺激性细胞因子GM‑CSF、共刺激分子B7.1、B7.2)来转染活检肿瘤

细胞，(iii)过继性细胞免疫疗法或用活化的肿瘤特异性T细胞治疗。过继性细胞免疫疗法

包含分离肿瘤浸润性宿主T淋巴细胞、在体外扩增群体，如通过IL‑2或肿瘤或两者的刺激。

另外，功能障碍的分离的T细胞还可以通过体外应用抗PD‑LCDR1抗体来活化。然后，如此激

活的T细胞可以重新施用于宿主。这些方法中的一种或多种方法可以与本文所提供的CAR‑T

方法组合使用。

[0400] 组合疗法

[0401] 在一些实施例中，本文所提供的任何方面和实施例的抗HER2  CAR细胞(例如，T细

胞和/或NK细胞)与标准癌症疗法组合施用，在对标准癌症疗法难治的癌症/患者中施用，或

作为标准癌症疗法的辅助疗法。在说明性实施例中，本文中的方法中的哺乳动物(例如，人

类)受试者对抗HER2抗体疗法(如曲妥珠单抗疗法)是难治的或患有HER2阳性的复发性实体

瘤。这些方法将任何方法或组合物组合在一种方法中，所述方法包含施用本文所提供的任

何抗HER2  CAR细胞或编码本文所提供的抗HER2  CAR的RNA，以及施用标准癌症疗法的步骤。

标准癌症疗法包含外科手术(例如，对癌组织进行外科手术去除)、放射疗法(例如，放射疗

法、x射线疗法、辐照)或使用电离辐射来杀死癌细胞并缩小肿瘤。放射疗法可以通过外部光

束放射疗法(EBRT)外部地或通过近距离放射疗法内部地施用；骨髓移植；化学治疗，或应用

通常影响快速分裂的细胞的细胞毒性药物；靶向疗法，或特异性地影响癌细胞的失调蛋白

的药剂(例如，酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼(imatinib)、吉非替尼(gefitinib)；单克隆抗

体、光动力学疗法)；生物应答调节剂治疗；免疫疗法，或增强宿主的免疫应答(例如，疫苗)；

激素疗法，或阻断激素(例如，当肿瘤对激素敏感时)，血管生成抑制剂，或阻断血管形成和

生长，以及姑息照护，或旨在改善照护质量以减少疼痛、恶心、呕吐、腹泻和出血的治疗。如

吗啡(morphine)和羟考酮(oxycodone)等止痛药、如昂丹司琼(ondansetron)和阿瑞匹坦

(aprepitant)等止吐药可以允许更积极的治疗方案和上述的某些组合。

[0402] 放射疗法包含但不限于从外部应用源(如束)或通过植入小放射源递送的x射线或

γ射线。

[0403] 用于癌症治疗的合适抗体(基于抗癌抗体的生物制剂)包含但不限于裸抗体，例如

曲妥珠单抗(赫赛汀)(抗HER2))、贝伐单抗(AvastinTM)、西妥昔单抗(ErbituxTM)、帕尼单抗

(Vectibix T M)、伊匹单抗(Yervoy T M)、利妥昔单抗(瑞图宣(Rituxan))、阿仑单抗

(LemtradaTM)、奥法木单抗(ArzerraTM)、奥戈伏单抗(OvaRexTM)、兰博利珠单抗(MK‑3475)、

帕妥珠单抗(Perjeta TM)、兰尼单抗(Lucentis TM)等，以及缀合抗体，例如吉妥单抗

(MylortargTM)、本妥昔单抗90Y‑标记的替伊莫单抗(ZevalinTM)、131I‑标记的托西莫单抗

(AdcetrisTM)、(BexxarTM)等。用于癌症治疗的合适抗体包含但不限于针对肿瘤相关抗原的

抗体。此类抗原包含但不限于CD20、CD30、CD33、CD52、EpCAM、CEA、gpA33、粘蛋白、TAG‑72、

CAIX、PSMA、叶酸结合蛋白、神经节苷脂(例如，GD2、GD3、GM2等)、Ley、VEGF、VEGFR、整合素α‑

V‑β‑3、整合素α‑5‑β‑1、EGFR、ERBB2、ERBB3、MET、IGF1R、EPHA3、TRAILR1、TRAILR2、RANKL、

PAP、腱生蛋白等。
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[0404] 在本文中的说明性实施例中，抗癌抗体治疗剂是抗HER2抗体生物制剂，例如曲妥

珠单抗或其生物类似物，如曲妥珠单抗‑ANNS(KanjintiTM(加利福尼亚州千橡市安进公司

(Amgen，Thousand  Oaks，CA)))。如实例5中所展示的，本文所提供的抗HER2  CAR可以有效施

用于对赫赛汀疗法具有抗性的患者。因此，在一些实施例中，在本文中的任何方面或实施例

中，受试者或来源或T细胞和/或NK细胞可以是已接受或正在接受曲妥珠单抗疗法的受试者

或其生物类似物，或对此类疗法具有抗性的受试者，或从曲妥珠单抗疗法中经历重大不良

事件的受试者，并且在一些实施例中对曲妥珠单抗疗法过敏的受试者。

[0405] 适于结合本公开的方法使用的生物应答调节剂包含但不限于：(1)酪氨酸激酶

(RTK)活性抑制剂；(2)丝氨酸/苏氨酸激酶活性抑制剂；(3)肿瘤相关抗原拮抗剂，如与肿瘤

抗原特异性结合的抗体；(4)凋亡受体激动剂；(5)白介素‑2；(6)干扰素‑α；(7)干扰素‑γ；

(8)集落刺激因子；(9)血管生成抑制剂；以及(10)肿瘤坏死因子拮抗剂。

[0406] 化学治疗剂是减少癌细胞的增殖，并且涵盖细胞毒性药剂和细胞抑制剂的非肽

(即非蛋白质)化合物。化学治疗剂的非限制性实例包含烷基化剂、亚硝基脲、抗代谢剂、抗

肿瘤抗生素、植物(长春花)生物碱和类固醇激素。

[0407] 本领域已知并广泛使用用于减少细胞增殖的药剂。此类药剂包含烷基化剂，如氮

芥、亚硝基脲、亚乙基胺衍生物、烷基磺酸盐和三氮烯，包含但不限于甲氯乙胺、环磷酰胺

(环磷酰胺(CytoxanTM))、麦法仑(L‑肉溶素)、卡莫司汀(BCNU)、洛莫司汀(CCNU)、塞莫司汀

(甲基CCNU)、链脲佐菌素、氯佐菌素、乌拉莫司汀、氯甲烷、异环磷酰胺、苯丁酸氮芥、哌泊溴

烷 、三 亚 乙 基 蜜 胺 ( t r i e t h y l e n e m e l a m i n e ) 、三 亚 乙 基 硫 代 磷 酰 胺

(triethylenethiophosphoramine)、白消安、达卡巴嗪和替莫唑胺。

[0408] 抗代谢药剂包含叶酸类似物、嘧啶类似物、嘌呤类似物和腺苷脱氨酶抑制剂，包含

但不限于阿糖胞苷(CYTOSAR‑U)、阿糖胞苷、氟尿嘧啶(fluorouracil)(5‑FU)、氟尿嘧啶

(floxuridine)(FudR)、6‑硫鸟嘌呤、6‑巯基嘌呤(6‑MP)、戊甾烷、5‑氟尿嘧啶(5‑FU)、甲氨

蝶呤、10‑丙炔基‑5，8‑二脱氧叶酸(PDDF，CB37  1  7)，5，8‑二氮杂四氢叶酸(DDATHF)、亚叶

酸、磷酸氟达拉宾、喷司他丁和吉西他滨。

[0409] 合适的天然产物和其衍生物(例如，长春花生物碱、抗肿瘤抗生素、酶、淋巴因子和

表鬼臼毒素)包含但不限于Ara‑C、紫杉醇 多西他赛 脱氧霉素、丝裂

霉素C、L‑天冬酰胺酶、硫唑嘌呤；布喹那(brequinar)；生物碱，例如长春新碱、长春化碱、长

春瑞滨、长春地辛等；鬼臼毒素，例如依托泊苷、替尼泊苷等；抗生素，例如氨柔比星

(anthracycline)、盐酸柔红霉素(柔红霉素、红霉素、塞鲁比定(cerubidine))、依达比星、

多柔比星、表柔比星和吗啉衍生物等；吩噁嗪酮双环肽(phenoxizone  biscyclopeptide)，

例如放线菌素；碱性糖肽，例如博来霉素；蒽醌苷，例如普利霉素(光神霉素)；蒽二酮类，例

如米托蒽醌；氮丙啶吡咯吲哚二酮(azirinopyrrolo  indoledione)，例如丝裂霉素；大环免

疫抑制剂，例如环孢素、FK‑506(他克莫司(tacrolimus)、普乐可复(prograf))、雷帕霉素

等；等等。

[0410] 其它抗增殖细胞毒性剂是萘维本、CPT‑11、阿那曲唑(anastrazole)、来曲唑

(letrazole)、卡培他滨(capecitabine)、瑞洛沙芬(reloxafine)、环磷酰胺、异环磷酰胺和

屈洛沙芬(droloxafine)。

[0411] 具有抗增殖活性的微管影响剂也适于使用，并且包含但不限于别秋水仙碱(NSC 
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406042)、软海绵素B(NSC  609395)、秋水仙碱(NSC  757)、秋水仙碱衍生物(例如，NSC 

33410)、尾海兔素(dolstatin)10(NSC  376128)、美登素(NSC  153858)、根瘤素(NSC 

332598)、紫杉醇 衍生物、多西他赛 硫秋水仙碱(NSC  361792)、

三苯甲基半胱氨酸、硫酸长春花碱、硫酸长春新碱、天然和合成埃博霉素，包含但不限于埃

博霉素A、埃博霉素B、圆皮海绵内酯；雌莫司汀(estramustine)、诺考达唑(nocodazole)等。

[0412] 适于使用的激素调节剂和类固醇(包含合成类似物)包含但不限于肾上腺皮质类

固醇，例如泼尼松(prednisone)、地塞米松(dexamethasone)等；雌激素和孕激素，例如己酸

羟孕酮、醋酸甲羟孕酮、醋酸甲地孕酮、雌二醇、克罗米芬、他莫昔芬；等；以及肾上腺皮质抑

制剂，例如氨基谷氨酰胺；1  7a‑炔雌醇；己烯雌酚、睾酮、氟甲睾酮、丙酸屈莫司酮、睾酮内

酯、甲基强的松龙、甲基睾酮、强的松龙、曲安西龙、氯三茴香烯、羟孕酮、氨基谷氨酰胺、雌

莫司汀、醋酸甲羟孕酮、亮丙瑞林、氟他胺(屈洛尼尔(Drogenil))、托瑞米芬(法乐通

(Fareston))和 雌激素刺激增殖和分化，因此与雌激素受体结合的化合物用于阻

断这种活性。皮质类固醇可以抑制T细胞增殖。

[0413] 其它化学治疗剂包含金属络合物，例如顺铂(cis‑DDP)、卡铂等；尿素，例如羟基

脲；以及肼，例如N‑甲基肼；鬼臼毒素；拓扑异构酶抑制剂；丙卡巴肼；米托蒽醌；亚叶酸；喃

氟啶(tegafur)；等等。其它所关注抗增殖剂包含免疫抑制剂，例如霉酚酸、沙利度胺、去氧

精胍菌素、氮杂孢菌素、来氟米特、咪唑立滨、氮杂螺环素(SKF  105685)； (ZD  1839，

4‑(3‑氯‑4‑氟苯基氨基)‑7‑甲氧基‑6‑(3‑(4‑吗啉基)丙氧基)喹唑啉)；等等。

[0414] “紫杉烷”包含紫杉醇，以及任何活性紫杉烷衍生物或前药。“紫杉醇”(本文应理解

为包含类似物、调配物和衍生物，如例如多西他赛、TAXOLTM、TAXOTERETM(多西他赛的调配

物)、紫杉醇的10‑脱乙酰基类似物、紫杉醇的3′N‑去苯甲酰基‑3′N‑叔丁氧羰基类似物可以

利用本领域技术人员已知的技术容易地制备(还参见WO  94/07882、WO  94/07881、WO  94/

07880、WO  94/07876、WO  93/23555、WO  93/10076；美国专利第5,294,637号；第5,283,253

号；第5,279,949号；第5,274,137号；第5,202,448号；第5,200,534号；第5,229,529号；以及

EP  590 ,267)，或者从各种商业来源获得，包含例如，密苏里州圣路易斯西格马化学公司

(Sigma  Chemical  Co.，St.Louis，Mo.)(来自短叶红豆杉(Taxus  brevifolia)的T7402；或

来自云南红豆杉(Taxus  yannanensis)的T‑1912)。

[0415] 紫杉醇应理解为不仅指常见的化学可用形式的紫杉醇，还指类似物和衍生物(例

如，TaxotereTM多西他赛，如上所述)和紫杉醇缀合物(例如，紫杉醇‑PEG、紫杉醇‑葡聚糖或

紫杉醇‑木糖)。

[0416] 术语“紫杉烷”还包含多种已知衍生物，包含亲水衍生物和疏水衍生物两者。紫杉

烷衍生物包含但不限于国际专利申请第WO  99/18113号中描述的半乳糖和甘露糖衍生物；

WO  99/14209中描述的哌嗪和其它衍生物；WO  99/09021、WO  98/22451和美国专利第5,869,

680号中描述的紫杉烷衍生物；WO  98/28288中描述的6‑硫代衍生物；美国专利第5,821,263

号中描述的亚磺酰胺衍生物；以及美国专利第5,415,869号中描述的紫杉醇衍生物。它进一

步包含紫杉醇的前药，包含但不限于在WO  98/58927；WO  98/13059；和美国专利第5,824,

701号中描述的那些。

[0417] 示例性实施例

[0418] 本公开提供了与HER2结合的嵌合抗原受体(CAR)和与HER2结合的条件活性CAR以
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及包括编码此类CAR的核苷酸序列的核酸。本公开提供了经基因修饰以产生所述CAR的细胞

以及用于制备此类细胞的方法。本公开的所述CAR可以用于也被提供的各种方法，所述方法

包含用于执行如CAR疗法等过继性细胞疗法，所述CAR疗法例如针对癌症的CAR疗法。

[0419] 在此部分中提供了一些非限制性示例性方面和实施例。一方面，本文提供了一种

编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)的分离的核酸，所述CAR包括：

[0420] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0421] b)跨膜结构域；以及

[0422] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；所

述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY

(SEQ  ID  NO：133)；并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、

LCDR2和LCDR3的三个CDR，其中：所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；所述

LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：

143)，其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4
的组合不是分别为R、R、A和H。

[0423] 在紧接上述方面和本文所提供的任何其它方面的一些实施例中，ASTR中的X1、X2、

X3和X4分别是R、R、A和H。在紧接上述方面和本文所提供的任何其它方面的说明性实施例中，

所述ASTR中的X1、X2、X3和X4不是分别为R、R、A和H。在一些实施例中，重链可变区和轻链可变

区的X1、X2、X3和X4可以分别是R、R、D和H(VL‑A032D)；分别是R、R、A和D(VL‑H091D)；分别是R、

R、A和E(VL‑H091E)；分别是K、R、A和H(VH‑R050K)；或者分别是R、E、A和H(VH‑R059E)。在一些

实施例中，所述ASTR的其余部分包括与SEQ  ID  NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链可

变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区以

及与SEQ  ID  NO：122的除CDR之外的轻链可变区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的轻链可变区。SEQ  ID  NO：119中的FR包含残基1‑

25、残基36‑49、残基67‑98和残基110‑120。SEQ  ID  NO：122的FR包含残基1‑23、残基35‑49、

残基57‑88和残基98‑107。

[0424] 另一方面，本文提供了一种用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

[0425] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0426] b)跨膜结构域；以及

[0427] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；所

述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY

(SEQ  ID  NO：133)；并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、

LCDR2和LCDR3的三个CDR，其中：所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；所述

LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：

143)，其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4
的组合不是分别为R、R、A和H。
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[0428] 在紧接上述方面和本文所提供的任何其它方面的一些实施例中，ASTR中的X1、X2、

X3和X4分别是R、R、A和H。在紧接上述方面和本文所提供的任何其它方面的说明性实施例中，

所述ASTR中的，X1、X2、X3和X4不是分别为R、R、A和H。在一些实施例中，重链可变区和轻链可

变区的X1、X2、X3和X4可以分别是R、R、D和H(VL‑A032D)；分别是R、R、A和D(VL‑H091D)；分别是

R、R、A和E(VL‑H091E)；分别是K、R、A和H(VH‑R050K)；或者分别是R、E、A和H(VH‑R059E)。在一

些实施例中，所述ASTR的其余部分包括与SEQ  ID  NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链

可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区

以及与SEQ  ID  NO：122的除CDR之外的轻链可变区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的轻链可变区。

[0429] 在说明性实施例中，上述段落中的各方面中提供的任何抗HER2  CAR的ASTR在重链

可变区与轻链可变区之间包括5到50(例如，10到40、15到30)个氨基酸连接子。在一些实施

例中，本文中的任何方面或实施例的ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122

至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的重链可变区序列和轻链可

变区序列，并且包括作为K的X1、作为E的X2、作为D的X3或作为D或E的X4中的一者、两者、三者

或所有四者。在一些实施例中，ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122相同

的重链可变区序列和轻链可变区序列，除了作为K的X1、作为E的X2、作为D的X3或作为D或E

的X4中的一者、两者、三者或所有四者。

[0430] 另一方面，本文提供了一种编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)的分离的核

酸，所述CAR包括：

[0431] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0432] b)跨膜结构域；以及

[0433] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是RIX2PTX3X4YX5RYADSVKG(SEQ  ID  NO：139)；并且所述HCDR3序列是

WGGDGFYX6MDY(SEQ  ID  NO：140)；并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三

个CDR，所述CDR具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：所述LCDR1序列是RASQDVNTX7VA(SEQ 

ID  NO：142)；所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是

QQX8YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，其中X1是N或W；X2是Y、D或K；X3是N或A；X4是G或K；X5是T或D；X6
是A或E；X7是A或D；并且X8是H、D或E；其中所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8的组

合不是分别为N、Y、N、G、T、A、A和H。在一些实施例中，所述ASTR的其余部分包括与SEQ  ID 

NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区以及与SEQ  ID  NO：122的除CDR之外的轻链可变

区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的轻链

可变区。在一些实施例中，所述ASTR可以包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重链可变区突变

S119E。在一些实施例中，所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8的组合分别是N、Y、N、

G、T、A、A和H，并且所述ASTR包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重链突变S119E。

[0434] 另一方面，本文提供了一种用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

[0435] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；
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[0436] b)跨膜结构域；以及

[0437] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是RIX2PTX3X4YX5RYADSVKG(SEQ  ID  NO：139)；并且所述HCDR3序列是

WGGDGFYX6MDY(SEQ  ID  NO：140)；并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三

个CDR，所述CDR具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：所述LCDR1序列是RASQDVNTX7VA(SEQ 

ID  NO：142)；所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是

QQX8YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，其中X1是N或W；X2是Y、D或K；X3是N或A；X4是G或K；X5是T或D；X6
是A或E；X7是A或D；并且X8是H、D或E；其中所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8的组

合不是分别为N、Y、N、G、T、A、A和H。在一些实施例中，所述ASTR的其余部分包括与SEQ  ID 

NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、

96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区以及与SEQ  ID  NO：122的除CDR之外的轻链可变

区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的轻链

可变区。在一些实施例中，所述ASTR可以包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重链突变S119E。在

一些实施例中，所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8的组合分别是N、Y、N、G、T、A、A和

H，并且所述ASTR包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重链突变S119E。

[0438] 在说明性实施例中，上述段落中的各方面中提供的任何抗HER2  CAR的ASTR在重链

可变区与轻链可变区之间包括5到50(例如，10到40、15到30)个氨基酸连接子。在一些实施

例中，本文中的任何方面或实施例的ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122

至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的重链可变区序列和轻链可

变区序列，并且分别包括所述ASTR中的位置X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8处的N、Y、N、G、T、A、A和

H中的一者、两者、三者、四者、五者、六者、七者或八者，并且所述ASTR任选地包含如SEQ  ID 

NO：119中编号的重链突变S119E。在一些实施例中，所述ASTR分别具有各自分别与SEQ  ID 

NO：119和SEQ  ID  NO：122相同的重链可变区序列和轻链可变区序列，除了所述ASTR中的位

置X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7和X8处的N、Y、N、G、T、A、A和H中的一者、两者、三者、四者、五者、六者、

七者或八者。

[0439] 另一方面，本文提供了一种编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)的分离的核

酸，所述CAR包括：

[0440] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0441] b)跨膜结构域；以及

[0442] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且所述HCDR3序列是

WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三

个CDR，所述CDR具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID 

NO：142)；所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT

(SEQ  ID  NO：143)，其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7
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是R或E，X8是A或E，X9是A或D并且X10是H、D或E；其中所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、

X8、X9和X10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、T、R、A、A和H。在一些实施例中，所述ASTR的其余部

分包括与SEQ  ID  NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链可变区的框架区)至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区以及与SEQ  ID  NO：122的除

CDR之外的轻链可变区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或相同的轻链可变区。在一些实施例中，所述ASTR可以包含如SEQ  ID  NO：119中

编号的重链突变S119E。在一些实施例中，所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和

X10的组合分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和H，并且所述ASTR包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重

链突变S119E。

[0443] 另一方面，本文提供了一种用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

[0444] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0445] b)跨膜结构域；以及

[0446] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：所述HCDR1序列是GFX1IKDTYIH(SEQ  ID  NO：138)；

所述HCDR2序列是X2IX3PTX4X5YX6X7YADSVKG(SEQ  ID  NO：141)；并且所述HCDR3序列是

WGGDGFYX8MDY(SEQ  ID  NO：140)；并且所述ASTR可包含轻链可变区，所述轻链可变区包含三

个CDR，所述CDR具有序列LCDR1、LCDR2和LCDR3，其中：所述LCDR1  RASQDVNTX9VA(SEQ  ID 

NO：142)；所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且所述LCDR3序列是QQX10YTTPPT

(SEQ  ID  NO：143)，其中X1是N或W，X2是R或K，X3是Y、D或K，X4是N或A，X5是G或K，X6是T或D，X7
是R或E，X8是A或E，X9是A或D并且X10是H、D或E；其中所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、

X8、X9和X10的组合不是分别为N、R、Y、N、G、T、R、A、A和H。在一些实施例中，所述ASTR的其余部

分包括与SEQ  ID  NO：119的除CDR之外的重链可变区(重链可变区的框架区)至少80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或相同的重链可变区以及与SEQ  ID  NO：122的除

CDR之外的轻链可变区(轻链可变区的框架区)至少80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或相同的轻链可变区。在一些实施例中，所述ASTR可以包含如SEQ  ID  NO：119中

编号的重链突变S119E。在一些实施例中，所述ASTR中的所述X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9和

X10的组合分别是N、R、Y、N、G、T、R、A、A和H，并且所述ASTR包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重

链突变S119E。

[0447] 在说明性实施例中，上述段落中的各方面中提供的任何抗HER2  CAR的ASTR在重链

可变区与轻链可变区之间包括5到50(例如，10到40、15到30)个氨基酸连接子。在一些实施

例中，本文中的任何方面或实施例的ASTR具有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122

至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的重链可变区序列和轻链可

变区序列，并且分别包括所述ASTR中的位置X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9、X10处的N、R、Y、N、G、

T、R、A、A和H中的一者、两者、三者、四者、五者、六者、七者、八者、九者或十者，并且所述ASTR

任选地包含如SEQ  ID  NO：119中编号的重链突变S119E。在一些实施例中，所述ASTR分别具

有各自分别与SEQ  ID  NO：119和SEQ  ID  NO：122相同的重链可变区序列和轻链可变区序列，

除了所述ASTR中的位置X1、X2、X3、X4、X5、X6、X7、X8、X9、X10处的N、R、Y、N、G、T、R、A、A和H中的一

者、两者、三者、四者、五者、六者、七者、八者、九者或十者。
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[0448] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR、递送悬浮液或编码CAR的分离的核酸的各

方面和实施例中的任何方面和实施例中，所述ASTR可以包含VL‑A032D、VL‑H091D、VL‑

H091E、VH‑R050K或VH‑R059E以及通常由5到50个氨基酸连接子分开的重链可变区和轻链可

变区，所述重链可变区和所述轻链可变区具有与以下中的任一者中的任选地在同一N到C定

向上的重链可变区和轻链可变区的组合至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％相同的序列：

[0449] a.实例2中的ASTR(SEQ  ID  NO：153‑248)中的任一个，

[0450] b.实例2中测试条件活性的ASTR(SEQ  ID  NO：157‑248)中的任一个，

[0451] c.实例2的表2中的ASTR(SEQ  ID  NO：153‑236)中的任一个，

[0452] d .实例2的表3中的ASTR(SEQ  ID  NO：154、156、159‑162、172‑173、175‑176、199或

224)中的任一个，或者

[0453] e.实例2的表4中的ASTR(SEQ  ID  NO：157‑178)中的任一个。

[0454] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR、递送悬浮液或编码CAR的分离的核酸的各

方面和实施例中的任何方面和实施例中，所述ASTR可以包含VL‑A032D、VL‑H091D、VL‑

H091E、VH‑R050K或VH‑R059E以及ASTR，所述ASTR具有与以下中的任一者中的整个ASTR序列

至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的序列：

[0455] a.实例2中的ASTR(SEQ  ID  NO：153‑248)中的任一个，

[0456] b.实例2中测试条件活性的ASTR(SEQ  ID  NO：157‑248)中的任一个，

[0457] c.实例2的表2中的ASTR(SEQ  ID  NO：153‑236)中的任一个，

[0458] d .实例2的表3中的ASTR(SEQ  ID  NO：154、156、159‑162、172‑173、175‑176、199或

224)中的任一个，或者

[0459] e.实例2的表4中的ASTR(SEQ  ID  NO：157‑178)中的任一个。

[0460] 在一些实施例中，本文所提供的ASTR中的任一个包括保守取代。在一些实施例中，

ASTR可以包含与SEQ  ID  NO：119至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

相同的序列并且包含以下突变(相对于SEQ  ID  NO：119编号)中的一种或多种突变：Y033W、

R059K、R059V、R059L、R059I、W099F、W099Y、D102E、D102K、D102R、D102H、D102G、D102S、

D102T、D102N、D102Q、D102A、D102V、D102L、D102I、D102M、D102P、D102F、D102W、D102Y、

G103S、G103T、G103A、G103L、Y100T、Y100F、T102E、T102K、T102R、T102G、T102S、T102C、

T102Q、T102A、T102V、T102L、T102I、T102M、T102W、T102Y、F104R、F104V、F104L、F104I、

F104M、F104P、F104W、F104Y、Y105T、Y105F、Y109E、Y109K、Y109R、Y109G、Y109S、Y109T、

Y109C、Y109Q、Y109A、Y109V、Y109L、Y109I、Y109M或Y109W，所述突变中的每种突变在噬菌体

筛选中鉴定(Gerstner等人，2002，《分子生物学杂志》321(5)：851‑862)。在一些实施例中，

ASTR可以包含与SEQ  ID  NO：119至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

相同的序列并且包含以下突变(相对于SEQID  NO：119编号的)中的一种或多种突变：A072R、

T074D、A079L、S097A或Y109V(Carter等人，1992，《美国国家科学院院刊》89：4285‑9)。在一

些实施例中，ASTR可以包含与SEQ  ID  NO：119至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％相同的以下氨基酸位于SEQ  ID  NO：119的残基72、74、79、97和109处的序列(这

些氨基酸组合公开于Carter等人(1992，《美国国家科学院院刊》89：4285‑9)的相应4D5变体

的重链中)：分别为R、D、L、A和V(4D5‑1)；分别为A、D、L、A和V(4D5‑2)；分别为A、T、A、S和V
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(4D5‑3)；分别为A、T、L、S和V(4D5‑4)；分别为A、T、A、S和V(4D5‑5)；分别为A、T、A、S和V(4D5‑

6)；分别为A、T、A、S和Y(4D5‑7)；或者分别为A、T、A、S和Y(4D5‑8)。

[0461] 在一些实施例中，ASTR可以包含与SEQ  ID  NO：122至少70％、80％、85％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的序列。在一些实施例中，ASTR可以包含与SEQ  ID 

NO：122至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的序列并且包含以下

突变(相对于SEQ  ID  NO：122编号的)中的一种或多种突变：N030G、N030S、N030L、N030I、

Y049D、Y049E、Y049S、Y049T、Y049C、Y049Q、Y049A、Y049V、Y049L、Y049I、Y049M、Y049F、

Y049W、Y049Y、F053K、F053R、F053G、F053S、F053T、F053A、F053V、F053L、F053I、F053M、

F053W、F053Y、Y055D、Y055R、Y055H、Y055S、Y055T、Y055A、Y055V、Y055L、Y055F、Y055W、

H091N、H091I、H091F、H091W、H091Y、Y092G、Y092S、Y092N、Y092M、Y092F、Y092W、T094S、

T094N、T094L、T094M、T094F或T094W，所述突变中的每种突变在噬菌体筛选中鉴定

(Gerstner等人，2002，《分子生物学杂志》321(5)：851‑862)。在一些实施例中，ASTR可以包

含与SEQ  ID  NO：122至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的序列

并且包含以下突变(相对于SEQ  ID  NO：122编号的)中的一种或多种突变：Y055E或R066G，并

且在说明性实施例中Y055E，如本文中的实例中所公开的(Carter等人，1992，《美国国家科

学院院刊》89：4285‑9)。在说明性实施例中，ASTR可以是经修饰的ASTR并且包含与SEQ  ID 

NO：122至少70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相同的具有SEQ  ID  NO：

122的残基55和66处的以下氨基酸的序列(这些氨基酸组合公开于Carter等人(1992，《美国

国家科学院院刊》89：4285‑9)的相应4D5变体的VL中)：分别为E和G(4D5‑1、4D5‑2和4D5‑3)；

分别为E和R(4D5‑4、4D5‑5和4D5‑7)；以及分别为Y和R(4D5‑6和4D5‑8)。

[0462] 在一些实施例中，ASTR可以包含实例2中的任何一种ASTR的序列(SEQ  ID  NO：153‑

248)。在一些实施例中，ASTR可以包含在实例2中测试条件活性的任何一种ASTR的序列(SEQ 

ID  NO：157‑248)。在一些实施例中，ASTR可以包含实例2的表2中的任何一种ASTR的序列

(SEQ  ID  NO：153‑236)。在一些实施例中，ASTR可以包含实例2的表3中的任何一种ASTR的序

列(SEQ  ID  NO：154、156、159‑162、172‑173、175‑176、199或224)。在一些实施例中，ASTR可

以包含实例2的表4中的任何一种ASTR的序列(SEQ  ID  NO：157‑178)。

[0463] 在一些实施例中，ASTR可以包含VH(SEQ  ID  NO：119和123‑125)和VL(SEQ  ID  NO：

122和126‑130)的组合中的具有另一条链的VH或VLN端的任何组合，其中所述组合不是VH‑1

(SEQ  ID  NO：119)与VL‑1(SEQ  ID  NO：122)的组合中的任何组合。在一些实施例中，ASTR可

以包含表2中的VH(SEQ  ID  NO：119和123‑125)和VL(SEQ  ID  NO：122和126‑130)的组合中的

具有如表2中所示的VH或VLN端的任何组合，其中所述组合不是VH‑1(SEQ  ID  NO：119)与VL‑

1(SEQ  ID  NO：122)的组合中的任何组合。在这些实施例中的任何实施例中，VH和VL可以与

本文别处所提供的任何连接子连接。

[0464] 如本文中的CAR方面所提供的，CAR是包含ASTR、跨膜结构域和细胞内激活结构域

的单一全长融合多肽。在其它替代性方面中，如本文所讨论的，此类CAR可以是包括两种或

更多种多肽的分裂Car。

[0465] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，CAR的ASTR在某些说明性实施例中不包含SEQ  ID  NO：119和

122的两个序列。
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[0466] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，CAR的ASTR可以与包括SEQ  ID  NO：119的抗体重链可变区和

SEQ  ID  NO：122的抗体轻链可变区的单链可变抗体片段结合于HER2的相同表位。

[0467] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，ASTR可以是单链抗体、Fab片段、Fab′片段、(Fab′)2片段、Fv片

段和二价单链抗体或双功能抗体。在一些实施例中，ASTR可以是包括重链和轻链的单链可

变片段。

[0468] 在本文所提供的包含或任选地包含具有包含重链和轻链的ASTR的CAR或编码CAR

的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实施例中，所述重链和所述轻链可以由连

接子分开。在一些实施例中，连接子的长度可以介于5个与100个氨基酸之间，例如长度介于

5个与50个氨基酸之间、长度介于10个与40个氨基酸之间或长度介于10个与30个氨基酸之

间。在一些实施例中，连接子可以是SEQ  ID  NO：1、63‑71、144、152或249中的任一个。

[0469] 在本文所提供的包含或任选地包含具有包含重链和轻链的ASTR的CAR或编码CAR

的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实施例中，所述重链可以在所述轻链的N

端或所述轻链可以在所述重链的N端。

[0470] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，CAR从氨基端到羧基端可以包括ASTR、茎结构域、跨膜结构域、

任选的共刺激结构域和细胞内激活结构域。在一些实施例中，编码CAR的分离的核酸可以包

含识别结构域。在一些实施例中，识别结构域在细胞内激活结构域的C端。在一些实施例中，

茎结构域和跨膜结构域是茎和跨膜结构域的组合。

[0471] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或在编码CAR的分离的核酸中编码的各方

面和实施例中的任何方面和实施例中，与在非TME中出现的不同pH相比，具有ASTR的重链和

轻链的抗体或其片段在TME中的pH下对HER2蛋白具有更高的结合亲和力。此类CAR可以被称

为条件活性的，并且在本文中也被称为CAB‑CAR。在一些实施例中，当CAR结合HER2时，可以

激活表达CAR的T细胞和/或NK细胞。

[0472] 在一些实施例中，本文所提供的CAR可以是与非TME中的pH例如pH  7.2、7.3、7.4或

7.5相比在TME中的pH例如pH  6 .5、6.6、6.7、6.8或6.9下抗HER2  CAR活性增加的抗HER2 

CAB‑CAR。在一些实施例中，增加的抗HER2  CAR活性可以在与HER2表达性靶细胞一起温育时

激活T细胞。在一些实施例中，对T细胞的激活可以通过分析以下中的一种或多种来确定：T

细胞对T细胞激活生物标志物的表达增加、T细胞进行的细胞因子产生(细胞内或分泌)、T细

胞进行的增殖和T细胞进行的靶细胞杀伤，其中所述CAR活性在测定中测量，其中HER2表达

性靶细胞和被基因修饰为表达本文所提供的任何CAR的细胞在测定培养基中一起温育持续

用于进行测定的有效时间。在一些实施例中，激活是通过分析T细胞对T细胞激活生物标志

物的表达增加、T细胞进行的细胞因子释放和T细胞进行的增殖中的一种或多种来确定的。

在一些实施例中，T细胞激活标志物，如CD69和CD107a的表达增加，可以通过流式细胞术测

定。在一些实施例中，可以使用本领域已知的方法测定由激活的T细胞产生的细胞因子，如

IFNγ和IL‑2。透化细胞的流式细胞术可以用于检测细胞内细胞因子。ELISA或测量样品中

的多种分析物的免疫测定法，如R&D系统公司(R&D  Systems)提供的Luminex测定法，可以用

于检测分泌的细胞因子。用于测定T细胞激活标志物表达增加和细胞因子产生的代表性方
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法在实例3中示出。在一些实施例中，可以使用本领域已知的方法，通过细胞示踪染料稀释

监测不同代的增殖细胞来测定T细胞的增殖。在一些方法中，每一代细胞在流式细胞仪直方

图上显示为不同的峰。在一些实施例中，CellTrace  Violet试剂盒可以用于测定T细胞增

殖，如实例3所示。在一些实施例中，T细胞对靶细胞的杀伤可以通过荧光素酶测定或体外实

时杀伤测定进行分析，如实例2所示。在一些实施例中，如本文别处所提供的，可以使用统计

测试来比较一个pH下的CAB‑CAR与另一个pH下的CAB‑CAR之间或CAB‑CAR与基准抗体之间的

差异。在一些实施例中，可以使用体内测定检测和分析CAB‑CAR活性。例如，可以通过将经基

因修饰的CAR‑T和/或NK细胞施用于患有或将患有表达HER‑2的肿瘤的哺乳动物如小鼠并且

分析在施用之后肿瘤随时间推移的大小来进行此类体内测定。在此类体内测定的另外的实

施例中，可以分析定位于TME之外的HER2表达性细胞的杀伤。与定位于TME之外(如肝脏中)

的表达HER2细胞相比，这些体内测定中的CAB‑CAR将优先杀死TME中的HER2表达性细胞。I，

例如各自在第一和第二pH下。

[0473] 上文所描述的体外和体内T细胞激活测定中使用的靶细胞可以天然表达HER2，或

者它们可以通过强制表达转基因来表达HER2。天然表达HER2并且可以用于这些测定的代表

性细胞系包含MCF‑7、SK‑OV‑3、BT474、NCI‑87、SK‑BR‑3、KATOIII、AGS，SNU‑1、SNU‑5和Hs 

746T。在一些实施例中，靶细胞被转导为表达HER2。在一些实施例中，被转导为表达HER2的

靶细胞表达全长人HER2。在一些实施例中，被转导为表达HER2的靶细胞表达截短的和/或融

合蛋白，所述截短的和/或融合蛋白包括人HER2的胞外结构域或其包括被ASTR识别的HER2

表位的片段。

[0474] 在一些实施例中，与在具有相似pH依赖性的非TME中出现的不同pH相比，本文所提

供的T细胞和/或NK细胞在TME中的pH下激活更多。在一些实施例中，T细胞和/或NK细胞激活

可以包含对表达HER2的细胞杀伤增加、细胞因子分泌增加和/或增殖增加。在一些实施例

中，TME中的pH可以在5.0到6.8的范围内，并且非TME的pH可以在7.0到7.6的范围内，例如

TME中的pH可以在6.5到6.8的范围内并且非TME的pH可以在7.2到7.5的范围内。在一些实施

例中，ASTR可以是具有相比于在pH为7.4时在pH为6.7时与HER2的结合亲和力可以更高的

ASTR的重链和轻链的抗体或其片段。在一些实施例中，具有ASTR的重链和轻链的抗体或抗

体片段在TME中的pH下对HER2蛋白的结合亲和力与在非TME中的不同pH下对HER2蛋白的结

合亲和力的比率为至少约1.5∶1、至少约2∶1、至少约3∶1、至少约4∶1、至少约5∶1、至少约6∶

1、至少约7∶1、至少约8∶1、至少约9∶1、至少约10∶1、至少约20∶1、至少约30∶1、至少约50∶1、

至少约70∶1或至少约100∶1。在一些实施例中，

[0475] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，CAR的ASTR可以是人抗体或人源化抗体。在一些实施例中，

ASTR可以包含免疫球蛋白重链可变区，所述免疫球蛋白重链可变区包含与SEQ  ID  NO：119

的整个可变区或框架区序列至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％或99％相同的氨

基酸序列。在一些实施例中，ASTR可以包含免疫球蛋白轻链可变区，所述免疫球蛋白轻链可

变区包含与SEQ  ID  NO：122的整个可变区或框架区序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

95％、98％或99％相同的氨基酸序列。在本文所公开的实施例中的任何实施例中，基于SEQ 

ID  NO：119中的编号，ASTR可以在重链的位置119处包含S到E突变。

[0476] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施
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例中的任何方面和实施例中，CAR可以包含信号肽，如本文别处所公开的。在一些实施例中，

所述信号肽可以是SEQ  ID  NO：72。

[0477] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的方面和实施例

中的任何方面和实施例中，CAR可以包含茎结构域。在一些实施例中，茎结构域可以是SEQ 

ID  NO：3‑16中的任一个，如本文别处所公开的。在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编

码CAR的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实施例中，CAR可以包含跨膜结构域

或组合的茎和跨膜结构域。在一些实施例中，跨膜结构域或组合的茎和跨膜结构域可以是

CD8αTM(SEQ  ID  NO：17)；b)CD8βTM(SEQ  ID  NO：18)；c)CD4  TM(SEQ  ID  NO：19)；d)CD3Z  TM

(SEQ  ID  NO：20)；e)CD28  TM(SEQ  ID  NO：21)；f)CD134(OX40)TM：(SEQ  ID  NO：22)；g)CD7 

TM(SEQ  ID  NO：23)；h)CD8茎和TM(SEQ  ID  NO：24)；以及i)CD28茎和TM(SEQ  ID  NO：25)，如

本文别处所公开的。

[0478] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，细胞内激活结构域与如本文别处所公开的CD3Z、CD3D、CD3E、

CD3G、CD79A、CD79B、DAP12、FCERlG、FCGR2A、FCGR2C、DAP10/CD28或ZAP70可以具有至少

80％、90％或95％或可以具有100％序列同一性。在一些实施例中，细胞内结构域与SEQ  ID 

NO：26‑52可以具有至少80％、90％或95％或可以具有100％序列同一性。

[0479] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的方面和实施例中，CAR可以包含共刺激结构域。在一些实施例中，共刺激结构域可以

包含与至少10、15、20、25、30、35、40、45或50个氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、

75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域，或以下

各项的共刺激结构域：4‑1BB(CD137)、B7‑HCDR3、CD2、CD7、CD27、CD28、因Lck结合而缺失的

CD28(ICΔ)、CD30、CD40、ICOS、OX40、BTLA、GITR、HVEM、ICAM‑1、LFA‑1(CD11a/CD18)、LIGHT、

NKG2C、B7‑H3、与CD83特异性结合的配体、CDS、BAFFR、SLAMf7、NKP80(KLRF1)、CD4、CD8α、CD8

β、IL2Rβ、IL2Rγ、IL7Rα、ITGA4、ITGA6、ITGAD、ITGAE、ITGAL、ITGAM、ITGAX、ITGB1、ITGB2、

ITGB7、IA4、VLA1、VLA‑6、C49f、CD11a、CD11b、CD11c、CD11d、CD18、CD19、CD29、CD49a、CD49D、

CD69、CD84、CD96(Tactile)、CD103、CD160(BY55)、CRLF2、CSF2RB、CSF2RA、CSF3R、EPOR、LFA‑

1、TNFR2、TRANCE/RANKL、DNAM1(CD226)、FCGRA2、GHR、SLAMF4(C244、2B4)、CEACAM1、CRTAM、

Ly9(CD229)、PD‑1、PSGL1、C100(SEMA4D)、SLAMF6(NTB‑A、Ly108)、SLAM(SLAMF1、CD150、IPO‑

3)、BLAME(SLAMF8)、SELPLG(CD162)、LTBR、LAT、GADS、PAG/Cbp、SLP‑76、TILR2、TILR4、

TILR7、TILR9、Fc受体γ链、Fc受体ε链、IFNAR1、IFNAR2、IFNGR1、IFNGR2、IFNLR1、IL1R1、

IL1RAP、IL1RL1、IL1RL2、IL2RA、IL2RB、IL2RG、IL3RA、IL4R、IL5RA、IL6R、IL6ST、IL9R、

IL10RA、IL10RB、IL11RA、IL12RB1、IL12RB2、IL13RA1、IL13RA2、IL15RA、IL17RA、IL17RB、

IL17RC、IL17RD、IL17RE、IL18R1、IL18RAP、IL20RA、IL20RB、IL21R、IL22RA1、IL23R、IL27RA、

IL31RA、LEPR、LIFR、LMP1、MPL、MYD88、OSMR或PRLR或其功能突变体和/或片段。在一些实施

例中，共刺激结构域可以包含与SEQ  ID  NO：53‑62或84中的至少10个、15个、20个、25个、30

个、35个、40个、45个或50个氨基酸或所有氨基酸的延伸段具有至少50％、60％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性的结构域。

[0480] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，核酸可以编码识别结构域，例如eTag，并且编码识别结构域的
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核酸可以通过核糖体跳跃序列与编码CAR的核酸分开，如本文别处所公开的。在一些实施例

中，核糖体跳跃序列可以是T2A(2A‑1)。

[0481] 在本文所提供的包含或任选地包含CAR或编码CAR的分离的核酸的各方面和实施

例中的任何方面和实施例中，CAR可以进一步包含识别结构域。在一些实施例中，所述识别

结构域可以由监管机构批准的抗体识别。在一些实施例中，所述识别结构域可以是EGFR的

至少20个连续氨基酸。

[0482] 在本文所提供的包含编码CAR的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实

施例的说明性实施例中，核酸被密码子优化以表达人受试者。因此，在本文所提供的包含编

码CAR的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实施例的某些实施例中，

[0483] a .X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、D和H(A032D)，重链可变区肽由核酸序列

SEQ  ID  NO：145编码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：149编码；

[0484] b.X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、A和D(H091D)，重链可变区肽由核酸序列

SEQ  ID  NO：145编码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：150编码；或者

[0485] c .X1、X2、X3和X4的所述组合分别是R、R、A和E(H091E)，重链可变区肽由核酸序列

SEQ  ID  NO：145编码，并且所述轻链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：151编码。

[0486] 在本文所提供的包含编码CAR的分离的核酸的各方面和实施例中的任何方面和实

施例的某些实施例中，

[0487] a .所述X1、X2、X3和X4的组合分别是K、R、A和H(R050K)，轻链可变区由SEQ  ID  NO：

148编码并且抗体重链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：146编码；或者

[0488] b.所述X1、X2、X3和X4的组合分别是R、E、A和H(R059E)，轻链可变区由SEQ  ID  NO：

148编码，并且抗体重链可变区由核酸序列SEQ  ID  NO：147编码。

[0489] 另一方面，本文提供了一种分离的重组T细胞或NK细胞，其包含基因组，所述基因

组包含与在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列，

其中所述一个或多个核酸序列包含编码上述实施例中的任何实施例的CAR的分离的核酸。

在一些实施例中，CAR可以与启动子可操作地连接。在一些实施例中，所述编码所述CAR的核

酸序列可以进一步编码识别结构域，其中编码所述识别结构域的核酸通过上文所公开的核

糖体跳跃序列与编码所述CAR的核酸分开。

[0490] 另一方面，本文提供了一种用于激活T细胞或NK细胞的方法，所述方法包含使靶哺

乳动物细胞与所述T细胞和/或NK细胞在pH小于7.0的微环境中接触，其中所述靶哺乳动物

细胞表达HER2，并且其中所述T细胞或NK细胞表达上述实施例中的任何实施例的CAR。根据

权利要求28所述的方法，其中所述微环境的pH介于6.5与6.8之间。在一些实施例中，激活包

含细胞因子的表达和/或产生和/或分泌增加和/或增殖增加。在一些实施例中，与接触之前

T细胞或NK细胞表达的IL‑2或IFN‑γ的表达相比，T细胞或NK细胞可以使IL‑2或IFN‑γ的表

达增加例如至少1.5倍、2倍、3倍、4倍、5倍或10倍。在一些实施例中，与接触之前T细胞或NK

细胞的细胞毒性活性相比，T细胞或NK细胞的细胞毒性活性可以增加至少1.5倍、2倍、3倍、4

倍、5倍或10倍。在一些实施例中，靶哺乳动物细胞可以在T细胞或NK细胞激活之后裂解。在

一些实施例中，所述方法进一步包含在接触T细胞或NK细胞之前，用其基因组中的编码CAR

的无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导所述T细胞或NK细胞，以基因修饰所述T细胞或NK

细胞。在一些实施例中，所述转导可以离体执行。在一些实施例中，所述方法进一步包含将

说　明　书 75/91 页

84

CN 115485293 A

84



微环境的pH增加到pH  7.0或以上，由此降低T细胞或NK细胞的激活。在一些实施例中，微环

境可以是可以位于人受试者中的肿瘤。在一些实施例中，微环境可以在体外或离体。在一些

实施例中，在所述方法中激活的细胞可以是T细胞。在其它实施例中，在所述方法中激活的

细胞可以是NK细胞。

[0491] 另一方面，本文提供了一种在哺乳动物中提供抗肿瘤免疫的方法，所述方法包含

向所述哺乳动物施用有效量的经基因修饰以表达本文所公开的实施例中的任何实施例的

CAR的细胞，其中所述抗肿瘤免疫提供针对表达HER2的肿瘤的抗肿瘤免疫，由此在所述哺乳

动物中提供抗肿瘤免疫。在又另一方面，本文提供了一种在其基因组中编码本文所提供的

任何CAR的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于在本文中的哺乳动物中提供

抗肿瘤免疫的试剂盒中的用途。在说明性实施例中，哺乳动物是人。在说明性实施例中，哺

乳动物患有HER2阳性癌症。不受理论限制，由经CAR修饰的细胞引发的抗肿瘤免疫应答可以

是主动或被动免疫应答。CAR介导的免疫应答可以是过继性免疫疗法方法的一部分，其中经

CAR修饰的细胞诱导对CAR中的ASTR具有特异性的免疫应答。例如，表达本文所提供的具有

抗HER2  ASTR的CAR的细胞引发特异性针对表达HER2的细胞的免疫应答。

[0492] 另一方面，本文提供了一种治疗患有与HER2表达升高相关的疾病、病症或病状的

哺乳动物的方法，所述方法包含向所述哺乳动物施用有效量的经遗传修饰以表达本文所公

开的实施例中的任何实施例的CAR的细胞，由此治疗所述哺乳动物。在又另一方面，本文提

供了一种在其基因组中编码本文所提供的任何CAR的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗

粒在制造用于治疗患有与HER2表达升高相关的疾病、病症或病状的哺乳动物的试剂盒中的

用途。在说明性实施例中，哺乳动物是人。在说明性实施例中，所述疾病是癌症并且所述哺

乳动物患有HER2阳性癌症。在一些实施例中，T细胞通过本文所提供的任何方法进行基因修

饰。

[0493] 另一方面，本文提供了一种治疗患有癌症(例如，乳腺癌、胃癌、食道癌、卵巢癌、子

宫内膜癌、肺癌或膀胱尿路上皮癌)的哺乳动物的方法，所述方法包含向所述哺乳动物施用

经基因修饰以表达本文公开的实施例中的任何实施例的CAR的T细胞。在一些实施例中，所

述方法包括治疗患有早期乳腺癌、转移性乳腺癌或胃癌的哺乳动物。在又另一方面，本文提

供了一种在其基因组中编码本文所提供的任何CAR的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗

粒在制造用于治疗患有乳腺癌、胃癌、食道癌、卵巢癌、子宫内膜癌、肺癌或膀胱尿路上皮癌

的哺乳动物的试剂盒中的用途。在说明性实施例中，哺乳动物是人。在说明性实施例中，哺

乳动物(例如，人)受试者患有复发性癌症，包含HER2+实体瘤，或患有对先前疗法是难治的

癌症。在说明性实施例中，癌症是乳腺癌，例如早期乳腺癌。在一些实施例中，乳腺癌是尚未

扩散到淋巴结的早期乳腺癌，即淋巴结阴性疾病。在一些实施例中，淋巴结阴性疾病必须是

雌激素受体/孕激素受体(ER/PR)阴性的或具有至少一项高风险特征，其中高风险特征是肿

瘤大小为至少2cm，受试者35岁或以上或肿瘤等级为2或3。在说明性实施例中，所述癌症是

HER2阳性癌症。在一些实施例中，T细胞通过本文所提供的任何方法进行基因修饰。

[0494] 另一方面，本文提供了一种在哺乳动物，在说明性实施例中，人中产生由经基因修

饰的T细胞构成的持久群体的方法，所述方法包含向哺乳动物(例如，人)施用经基因修饰以

表达本文所公开的实施例中的任何实施例的CAR的T细胞，其中所述由经基因修饰的T细胞

构成的持久群体在施用之后在所述哺乳动物中持续至少7、14、21或28天或1、2、3、4、5、6、7、
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8、9、10、11或12个月或1、2、3、4或5年。在又另一实施例中，本文提供了一种在其基因组中编

码本文所提供的任何CAR的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于在哺乳动物

中产生由经基因修饰的T细胞构成的持久群体的试剂盒中的用途，其中所述由经基因修饰

的T细胞构成的持久群体在施用之后在所述哺乳动物中持续至少7、14、21或28天或1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11或12个月或1、2、3、4或5年。在一些实施例中，所述由经基因修饰的T细

胞构成的持久群体包括选自由以下组成的组的至少一个细胞：施用于哺乳动物的T细胞、施

用于哺乳动物的T细胞的后代以及其组合。在一些实施例中，所述由经基因修饰的T细胞构

成的持久群体包括记忆T细胞。在说明性实施例中，哺乳动物是人。在说明性实施例中，哺乳

动物患有HER2阳性癌症。在一些实施例中，T细胞通过本文所提供的任何方法进行基因修

饰。

[0495] 另一方面，本文提供了一种在哺乳动物中扩增由经基因修饰的T细胞构成的群体

的方法，所述方法包含向所述哺乳动物施用经基因修饰以表达本文所公开的实施例中的任

何实施例的CAR的T细胞，其中所施用的经基因修饰的T细胞在所述哺乳动物中产生具有后

代T细胞的群体。在又另一方面，本文提供了一种在其基因组中编码本文所提供的任何CAR

的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于扩增哺乳动物中的由经修饰的T细胞

构成的群体的试剂盒中的用途。在说明性实施例中，哺乳动物是人。在一些实施例中，哺乳

动物中的后代T细胞包括记忆T细胞。在一些实施例中，T细胞是自体T细胞。在一些实施例

中，所述具有后代T细胞的群体在施用之后在所述哺乳动物中持续至少7、14、21或28天或1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11或12个月或1、2、3、4或5年。在一些实施例中，T细胞通过本文所提

供的任何方法进行基因修饰。

[0496] 另一方面，本文提供了一种用于刺激对哺乳动物(例如，人)中的靶细胞群体或组

织的T细胞介导的免疫应答的方法，所述方法包含向所述哺乳动物施用有效量的经基因修

饰以表达本文提供的任何CAR的细胞。在又另一方面，本文提供了一种在其基因组中编码本

文所提供的任何CAR的任何无复制能力的重组逆转录病毒颗粒在制造用于刺激对哺乳动物

中的靶细胞群体或组织的T细胞介导的免疫应答的试剂盒中的用途。在说明性实施例中，哺

乳动物是人。在说明性实施例中，哺乳动物患有HER2阳性癌症。

[0497] 在本文所提供的包含施用步骤的实施例的任何方面的某些实施例中，如本文中的

治疗方法部分中所公开的，可以通过静脉内施用、皮下施用或肿瘤内施用进行施用。在一些

实施例中，在施用之前，可以使用本文所公开的方法，例如，在用于产生可条件激活的细胞

的方法部分中，产生经基因修饰的细胞。在一些实施例中，所述方法可以包含顶部富集的

PBMC从分离的血液中分离T细胞和/或NK细胞，a)富集外周血单核细胞(PBMC)，以从分离的

血液中分离包括T细胞和/或NK细胞的PBMC；b)在有效条件下激活富集的PBMC的T细胞和/或

NK细胞；c)在有效条件下用无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导激活的T细胞和/或NK细

胞，由此产生经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，其中所述无复制能力的重组逆转录病毒颗

粒各自包括逆转录病毒基因组，所述逆转录病毒基因组包括与在T细胞和/或NK细胞中具有

活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列，其中所述一个或多个核酸序列的第一

核酸序列编码根据本文所提供的任何实施例的CAB‑CAR；以及d)扩增所述经基因修饰的T细

胞和/或NK细胞，由此制备所述可条件激活的T细胞和/或NK细胞。

[0498] 在本文所提供的包含受试者、哺乳动物和/或人以及任选地用于将细胞施用于受
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试者的步骤的实施例的任何方面的某些实施例中，在说明性实施例中，哺乳动物患有HER2

阳性癌症，在说明性实施例中，HER2阳性实体瘤。在一些实施例中，此类癌症是复发性HER2

阳性癌症(例如，实体瘤)。在一些实施例中，HER2阳性癌症是由过度表达HER2的细胞引起的

癌症。在一实施例中，HER2阳性癌症包含具有HER2基因扩增的细胞。在一些实施例中，HER2

阳性癌症通过监管机构批准的测试来鉴定，例如美国FDA批准的测试、EMA批准的测试或中

国FDA批准的测试，例如本文别处所公开的任何伴随诊断测试。在一些实施例中，哺乳动物

受试者(例如，人)患有肿瘤，其中所分析的所有肿瘤细胞中的至少50％为HER2阳性。在一些

实施例中，施用是施用有效剂量以治疗HER2+癌症，或减少哺乳动物(例如，人)受试者中的

一个或多个HER2+肿瘤的大小。

[0499] 在本文所提供的包含受试者、哺乳动物或人，任选地施用细胞，或针对细胞在某些

实施例中NK细胞，并且在说明性实施例中T细胞的方面的各方面和实施例中的任何方面和

实施例的某些实施例中，所述受试者、哺乳动物和/或人或T细胞和/或NK细胞的来源，是先

前接受过或当前正在接受抗HER2抗体生物疗法，如曲妥珠单抗疗法或其生物类似物的受试

者，或对此类疗法是难治的受试者，或经历来自此类抗HER2疗法的显著不良事件并且在一

些实施例中对此类抗HER2疗法过敏的受试者。在一些实施例中，哺乳动物(例如，人)受试者

之前接受过曲妥珠单抗疗法作为新辅助或辅助疗法。在一些实施例中，在某些说明性实施

例中，哺乳动物(例如，人)受试者患有复发性癌症(例如，复发性乳腺癌)，所述复发性癌症

在哺乳动物受试者用曲妥珠单抗疗法(即赫赛汀疗法)或其生物类似物治疗之后复发。

[0500] 在本文中的方法或用途中的方法或用途的一些实施例中，在将本文所提供的T细

胞和/或NK细胞群体施用于受试者之前，哺乳动物(例如，人)受试者用淋巴细胞清除化学疗

法治疗。例如，在施用本文所提供的T细胞和/或NK细胞群体之前，可以连续1天、2天、3天、4

天或5天，说明性地连续3天，在1到30、2到15、2到11、2到7、3到5或2到4天向受试者施用淋巴

细胞清除化学疗法。可以在施用本文所提供的T细胞和/或NK细胞之前15到120或30到60分

钟施用受试者对乙酰氨基酚和/或苯海拉明或另一种H1‑抗组胺剂。

[0501] 另一方面，本文提供了一种用于制备可条件激活的T细胞或NK细胞的方法，其中所

述方法包含用表达载体基因修饰所述T细胞或NK细胞，所述表达载体包括与上述实施例的

分离的核酸中的任何分离的核酸可操作地连接的启动子。

[0502] 另一方面，本文提供了一种用于制备可条件激活的T细胞和/或NK细胞的离体方

法，其中所述方法包含：a)富集外周血单核细胞(PBMC)以从分离的血液中分离包含T细胞

和/或NK细胞的PBMC；b)在有效条件下用无复制能力的重组逆转录病毒颗粒转导激活的T细

胞和/或NK细胞，由此产生经基因修饰的T细胞和/或NK细胞，其中所述无复制能力的重组逆

转录病毒颗粒各自包含逆转录病毒基因组，所述逆转录病毒基因组包括与在T细胞和/或NK

细胞中具有活性的启动子可操作地连接的一个或多个核酸序列，其中所述一个或多个核酸

序列包含上述实施例中的任何实施例的分离的核酸；以及d)任选地使所述经基因修饰的T

细胞和/或NK细胞扩增，由此制备所述可条件激活的T细胞和/或NK细胞。在一些实施例中，

所述方法进一步包含采集经基因修饰的T细胞和/或NK细胞。在一些实施例中，所述方法进

一步包括将采集的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞引入到受试者中。另一方面，本文提供

了一种通过用于制备可条件激活的T细胞或NK细胞的任何方法产生的经修饰的T细胞或NK

细胞。
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[0503] 另一方面，本文提供了一种表达载体，所述表达载体包含上述实施例中的分离的

核酸中的任何分离的核酸以及在T细胞和/或NK细胞中具有活性的启动子，所述启动子与所

述编码所述CAR的核酸可操作地连接。在一些实施例中，所述表达载体可以是无复制能力的

逆转录病毒颗粒。在某些说明性实施例中，所述表达载体是慢病毒载体。

[0504] 另一方面，本文提供了一种无复制能力的重组逆转录病毒颗粒，其包含上述实施

例的分离的核酸中的任一种分离的核酸。在一些实施例中，无复制能力的重组逆转录病毒

颗粒在说明性实施例中是慢病毒颗粒，通常是慢病毒颗粒表达载体。

[0505] 另一方面，本文提供了一种细胞悬浮液、可输注悬浮液或递送悬浮液，其包括由悬

浮在递送溶液中的经基因修饰的T细胞和/或NK细胞在说明性实施例中为T细胞构成的群

体，其中所述经基因修饰的T细胞和/或NK细胞包括本文所提供的任何编码用于结合HER2的

CAR的核酸。例如，此类核酸可以是本示例性实施例部分中提供的任何核酸。作为非限制性

实例，在一个实施例中，所述核酸编码用于结合HER2的嵌合抗原受体(CAR)，所述CAR包括：

[0506] a)抗原特异性靶向区(ASTR)，所述ASTR与HER2蛋白特异性结合；

[0507] b)跨膜结构域；以及

[0508] c)细胞内激活结构域，其中所述跨膜结构域定位于所述ASTR与所述细胞内激活结

构域之间，并且其中所述ASTR包括重链可变区，所述重链可变区包括具有序列HCDR1、HCDR2

和HCDR3的三个互补决定区(CDR)，其中：

[0509] 所述HCDR1序列是GFNIKDTYIH(SEQ  ID  NO：131)；

[0510] 所述HCDR2序列是X1IYPTNGYTX2YADSVKG(SEQ  ID  NO：137)；并且

[0511] 所述HCDR3序列是WGGDGFYAMDY(SEQ  ID  NO：133)；

[0512] 并且所述ASTR包括轻链可变区，所述轻链可变区包含具有序列LCDR1、LCDR2和

LCDR3的三个CDR，其中：

[0513] 所述LCDR1序列是RASQDVNTX3VA(SEQ  ID  NO：142)；

[0514] 所述LCDR2序列是SASFLYS(SEQ  ID  NO：135)；并且

[0515] 所述LCDR3序列是QQX4YTTPPT(SEQ  ID  NO：143)，

[0516] 其中X1是R或K，X2是R或E，X3是A或D，并且X4是H、D或E；并且

[0517] 其中所述ASTR中的X1、X2、X3和X4的组合不是分别为R、R、A和H。

[0518] 递送溶液可以包含5到100ml或5到50、10到50、5到50或5到25ml的输注溶液，在说

明性实施例中，冷冻保存的输注溶液。递送溶液被封闭在容器中，在说明性实施例中，所述

容器是输注袋。递送悬浮液包括在递送冷冻保存的递送溶液中悬浮的1×104到1×1010，例

如1×104到1×109个经基因修饰的T细胞和/或NK细胞。施用的细胞可以是同种异体细胞。在

说明性实施例中，细胞是自体细胞。技术人员将认识到，当说明书提及“HER2  CAB”或“HER2 

CAB‑CAR”时，“HER2”是指识别HER2或其表位的ASTR。

[0519] 实例

[0520] 提出以下实例以便向本领域普通技术人员提供如何制备和使用本发明的完整公

开和描述，并且不旨在限制诸位发明人看待其发明的范围，它们也不旨在表示以下实验是

进行的全部或仅有的实验。已经做出努力来确保关于所使用的数字(例如，量、温度等)的准

确性，但仍应考虑一些实验误差和偏差。除非另外指明，否则份数是重量份，分子量是重均

分子量，温度是以摄氏度为单位，并且压力是在大气压下或接近大气压。可以使用标准缩
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写，例如，bp：碱基对；kb：千碱基；pl：皮升；s或sec：秒；min：分钟；h或hr：小时；aa：氨基酸；

kb：千碱基；bp：碱基对；nt，核苷酸；i.m .：肌内(地)；i.p.：腹膜内(地)；s.c.：皮下(地)；

i.v.，静脉内(地)；等等。

[0521] 实例1：条件活性抗HER2抗体与人HER2蛋白的结合活性

[0522] 将HER2基准抗体(BM)和潜在CAB抗体的抗体重链和轻链表达为全长IgG抗体，并且

使用ELISA进行测试，以测量在各种pH下与人HER2蛋白的结合。在此实例中测试的CAB抗体

具有重链(VH)或轻链(VL)突变，并且另一条链为具有A032D突变的轻链，或者BM抗体的轻链

或重链如下文所示。抗体在两组中进行测试(图1A和1B)，并且包含以下重链和轻链组合：在

图1A中‑VH‑wt/VL‑wt(BM)；VH‑R050K/VL‑wt；VH‑R059E/VL‑wt；VH‑wt/VL‑A032D；VH‑wt/VL‑

H091D；VH‑wt/VL‑H091E；并且在图1B中‑VH‑wt/VL‑wt(BM)；VH‑N028W/VL‑A032D；VH‑Y052K/

VL‑A032D；VH‑Y052D/VL‑A032D；VH‑N055A/VL‑A032D；VH‑G056K/VL‑A032D；VH‑T058D/VL‑

A032D；VH‑A1063/VL‑A032D；以及VH‑S119E/VL‑A032D。

[0523] pH范围ELISA测定

[0524] 将碳酸盐‑碳酸氢盐包被缓冲液中的100μL的1μg/mL重组人HER2抗原移液到ELISA

板中。用密封薄膜覆盖板并在4℃下温育过夜。将板倒出并将残留的液体轻拍到一叠纸巾

上。通过将200μL的各种pH温育缓冲液分配到孔中并完全抽出内容物来将孔洗涤两次。将

200μL的各种pH温育缓冲液(pH  5.0、5.5、6.0、6.5、7.0和7.4)添加到孔中。用密封薄膜覆盖

并在室温下将板放置在板振荡器上(设置为200rpm)，持续60分钟。将板倒出并将残留的液

体轻拍到一叠纸巾上。测试物质在pH温育缓冲液(pH  5.0、5.5、6.0、6.5、7.0和7.4)中连续

稀释至100ng/mL。将100μL/孔的稀释测试物质添加到板中。用密封薄膜覆盖并在室温下将

板放置在板振荡器上(设置为200rpm)，持续60分钟。将板倒出并将残留的液体轻拍到一叠

纸巾上。通过添加200μL的pH洗涤缓冲液(pH  5.0、5.5、6.0、6.5、7.0和7.4)并完全抽出，将

孔洗涤三次。辣根过氧化物酶(HRP)次级抗体在pH温育缓冲液(pH  5.0、5.5、6.0、6.5、7.0和

7.4)中以1∶2500稀释。将100μL稀释的HRP次级抗体添加到每个孔中。用密封薄膜覆盖并在

室温下将板放置在板振荡器上(设置为200rpm)，持续60分钟。将板倒出并将残留的液体轻

拍到一叠纸巾上。通过添加200μL的pH洗涤缓冲液(pH  5.0、5.5、6.0、6.5、7.0和7.4)并完全

抽出，将孔洗涤三次。将50μL的3，3′，5，5′四甲基联苯胺(TMB)底物溶液添加到每个孔中并

在室温下温育3分钟。将每孔50μL的1N盐酸(HCl)添加到每个孔中。使用PerkinElmer 

EnSpire  2300多标记读取器在450nm处读取板。

[0525] 结果

[0526] 对于每种条件活性抗体，重链和轻链如上所讨论的，在图1A和1B中所示的各种pH

下结合。Y轴示出了450nm处的光密度(OD)。X轴示出了温育和洗涤缓冲液的pH(pH  5.0、5.5、

6.0、6.5、7.0和7.4)。使用GraphPad  Prism  5.03绘制每个pH的平均OD值与缓冲液的pH。使

用内置在软件中的4参数模型进行曲线拟合。将pH  6.0时的结合活性设为100％。结果在图

1A和1B中示出。测试的突变示出了与HER2的条件活性结合，这取决于环境中的pH，其中相对

于7.4，在较低的pH下例如在pH为6.0或6.7时结合增加。

[0527] 图1B中的CAB抗体的pH曲线的拐点(50％结合活性)如下表5所示。

[0528] 表5：重链突变的HER2结合pH拐点

[0529] 重链突变/轻链突变或BM pH拐点计算
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VH‑N028W/VL‑A032D 6.053

VH‑Y052K/VL‑A032D 6.221

VH‑Y052D/VL‑A032D 6.132

VH‑N055A/VL‑A032D 6.298

VH‑G056K/VL‑A032D 6.225

VH‑T058D/VL‑A032D 6.463

VH‑A106E/VL‑A032D 6.608

VH‑S119E/VL‑A032D 6.218

BM N/A

[0530] 实例2：用于靶向HER2的嵌合抗原受体的产生和通过体外杀伤测定对活性的分析

[0531] 此实例展示了用于制备本发明的某些实施例的CAR的方法，并且展示了表达这些

CAR的CAR‑T细胞的杀伤活性。此外，还提供了概念验证实验，证明了一些用说明性CAB‑CAR

制备的CAR‑T细胞的CAB  CAR活性。获得编码抗体重链和轻链的核酸，所述抗体重链和轻链

构成实例1的与pH为7.4相比在pH为6.7时表现出与HER2的结合增加的一些抗体，并且在重

链和轻链的两个定向上克隆所述核酸以产生一组编码含有一组96个scFvASTR的CAR的表达

载体。用慢病毒颗粒表达载体转导T细胞，并在体外肿瘤替代测定中针对HER2阳性靶细胞测

试经转导的细胞杀死HER2表达性靶细胞的能力，以及其与pH  7.4相比在pH  6.7时具有更强

杀伤的条件性杀伤能力。

[0532] 通过瞬时转染产生重组慢病毒颗粒

[0533] 将命名为“F1XT细胞”的通过在FreestyleTM  293表达培养基(赛默飞世尔科技公司

(ThermoFisher  Scientific))中连续生长而适应悬浮培养的293T细胞(Lenti‑XTM  293T，

Clontech)用作包装细胞。

[0534] 使用典型的4载体包装系统并包含编码(i)gag/pol、(ii)rev和(iii)假型化元件

VSV‑G的3个包装质粒。此包装系统的第4个载体是基因组质粒，第三代慢病毒表达载体(其

3′LTR缺失导致自失活)，所述基因组质粒编码包含以下的CAR：CD8信号肽(SEQ  ID  NO：72)、

来自一组识别人HER2的scFv中的一个scFv、CD8茎和跨膜序列(SEQ  ID  NO：24)、CD137细胞

内结构域(SEQ  ID  NO：53)和来自CD3z的细胞内激活结构域(SEQ  ID  NO：28)，然后是均由

EF1‑a启动子驱动的T2A和eTag(CD8sp：aHER2：CD8：CD137：CD3z‑T2A‑eTag)。编码GMCSF信号

肽和由EF1‑a启动子驱动的eTag的慢病毒载体F1‑0‑01，但不是CAR，用作对照(GMCSFsp：

eTag)。

[0535] 对于每30mL的含有包装细胞的培养物，将质粒DNA溶解在1.5ml  GibcoTM  Opti‑

MEMTM生长培养基中。聚乙烯亚胺(PEI)(Polysciences公司)(溶解在弱酸中)在1 .5ml 

GibcoTM  Opti‑MEMTM中稀释到2μg/mL。通过将两种制备的试剂以2μg的PEI：1μg的DNA的比率

组合来制备3ml的PEI和DNA混合物。在5分钟室温温育之后，将两种溶液彻底混合在一起，并

且在室温下再温育20分钟。在125mL的爱伦美氏(Erlenmeyer)烧瓶中，以1×106个细胞/mL

将最终体积(3ml)添加到30ml的悬浮包装细胞中。然后将细胞在37℃下温育72小时，其中以

125rpm进行旋转并且以8％CO2进行转染。

[0536] 72小时之后，采集上清液并且通过以1,200g离心持续10分钟进行澄清。将澄清的

上清液倒入到新试管中。通过聚乙二醇(PEG)沉淀从澄清的上清液中纯化病毒。将1/4体积
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的PEG添加到澄清的上清液中，并且在4℃下温育过夜。然后将混合物以1600g离心持续1小

时(对于50ml锥形管)或1800g离心持续1.5小时(对于500ml锥形管)。丢弃上清液，并且将慢

病毒颗粒沉淀物重悬于含2％乳糖的PBS中的1∶100的初始体积的包装细胞培养物中。

[0537] 通过连续稀释和分析转基因表达、通过转导到293T和/或Jurkat细胞中并使用

Lenti‑XTM  qRT‑PCR滴定试剂盒(#631235)或来自宝生物公司(Takara)的p24测定ELISA试剂

盒(Lenti‑XTM  p24快速滴度试剂盒#632200)通过FACS或qPCR分析慢病毒基因组的转基因表

达来滴定慢病毒颗粒。

[0538] T细胞转导和扩增

[0539] 根据制造商的说明书，先前使用RossetteSepTM人T细胞富集混合物从人全血中分

离的冷冻Pan  T细胞在第0天解冻并且在最终浓度为100IU/mL的补充有重组人IL‑2(R&D 

202‑IL‑010)的人T细胞培养基(X‑VIVO15(龙沙#04‑418Q)、5％人AB血清(Valley生物医学

公司(Valley  Biomedical  Inc .)，#HP1022)、1％N‑乙酰L‑半胱氨酸(西格玛奥德里奇#

A9165))中培养。第1天，将原代人T细胞以500,000个细胞/孔接种到12孔板中，并且使用免

疫磁珠人T活化剂CD3/CD28(Thermo#11131D)以1：3的细胞：珠粒比率进行激活。在第2天，慢

病毒颗粒以10的MOI添加到孔中。经转导的T细胞在人T细胞培养基中维持在约106/mL下持

续另外2天，然后转移到6孔G‑Rex板的孔中，其中30mL/孔的人T细胞培养基补充有IL‑2。每

隔一天添加IL‑2培养细胞至少10天。在第11天，通过用西妥昔单抗、CD3、CD4和CD8染色细胞

并使用Novocyte流式细胞仪(ACEA)评估T细胞的eTAG表达来评估转导效率。

[0540] 杀伤测定

[0541] 基于荧光素酶的杀伤测定和实时杀伤测定均用于测量经转导的T细胞的细胞毒性

活性。如上文所描述的，用针对HER2的CAR(被测CAR‑T细胞)转导的原代T细胞用作效应细

胞。

[0542] 对于基于萤光素酶的杀伤测定，已被工程化为稳定地表达经修饰的人HER2的CHO‑

S细胞用作靶细胞，所述经修饰的人HER2包括HER2的胞外结构域和人PDGFR的跨膜和细胞内

结构域的前5个残基以及萤火虫萤光素酶(CHO‑S‑HER2  FFLuc)。将冷冻的效应细胞解冻并

在含有100IU/ML的IL‑2的人T细胞培养基中静置2天。将靶细胞以每孔30,000个细胞接种在

人T细胞培养基中的96孔平底板中，所述培养基含有一式三份调整到pH  6.7和pH  7.4并且

允许在37℃和5％CO2下粘附1小时的40mM  HEPES和PIPES。将如通过eTag表达测量的成功转

导的效应细胞以9：1的效应物：靶标比率添加到培养物中，并且在37℃和5％CO2下的标准加

湿培养箱中培养。作为参考，每个板包含一式三份的pH  6.7和pH  7.4的靶细胞，其中未添加

效应细胞。在2、4和6小时时间点或在4、5和6小时时间点处，将板旋转下来，去除上清液，并

且根据制造商的说明书，使用One‑GloTM萤光素酶测定系统(普洛麦格公司(Promega))测定

未裂解细胞中剩余的萤光素酶。剩余荧光计算为(测量的荧光)/(仅目标荧光的平均值)×

100％。裂解计算为100％‑剩余荧光。一些候选物被包含在不同日期运行的2个单独的测定

中。

[0543] 对于实时杀伤测定，经转导的T细胞的细胞毒性活性通过xCELLigence系统(ACEA)

进行测量。已被工程化为稳定地表达经修饰的人HER2的CHO‑S细胞用作靶细胞，所述经修饰

的人HER2包括HER2的胞外结构域和人PDGFR的跨膜和细胞内结构域的前5个残基。将冷冻的

效应细胞解冻并在含有100IU/ML的IL‑2的人T细胞培养基中静置2天。在用含有pH6.7和7.4
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的40mM  HEPES和PIPES的人T细胞培养基进行实验前一天，将靶细胞以20K细胞/孔接种到E

板中。在测定当天，将静置的效应细胞以3∶1、1∶1和在某些情况下为0.3∶1的效应细胞/靶细

胞比率(E/T)添加到实验孔中。在效应细胞添加之后大约30小时内每5分钟读取一次阻抗读

段，并且将阻抗报告为细胞指数(CI)。特异性细胞溶解的百分比计算如下((CI靶标+经对照

病毒转导的效应T细胞)‑(CI靶标+用针对HER2的CAR转导的效应T细胞))/(CI靶标+经对照

病毒转导的效应T细胞)×100。

[0544] 结果

[0545] 制备了一组用于结合HER2的候选嵌合抗原受体(CAR)，其包含由从相对于7.4在pH

为5.0到6.7时与HER2结合增加的抗体中鉴定的抗体重链可变区和轻链可变区构建的ASTR

(参见例如，实例1)。因此，这些CAR因此被认为与正常组织相比在降低的肿瘤环境pH下具有

增加的活性(本文中有时被称为(CAB‑CAR))。CAR是通过将一组针对HER2的此类ASTR与其它

CAR结构域和eTag结构域组装而成的。本文所描述的杀伤测定中使用的ASTR源自以不同的

组合和定向排列成96个独特scFv的4个抗体重链、2个连接子和6个抗体轻链。这些ASTR中包

含的重链是基准重链VH‑1(SEQ  ID  NO：119)，以及以下基于VH‑1的重链；含有突变R059E

(SEQ  ID  NO：123)的VH‑2、含有突变R050K(SEQ  ID  NO：124)的VH‑3和含有突变R050K和

R059E(SEQ  ID  NO：125)两者的VH‑4。15个氨基酸的连接子，连接子A(SEQ  ID  NO：63)，或30

个氨基酸的连接子，连接子B(SEQ  ID  NO：64)连接了重链和轻链。这些ASTR中的轻链是基准

轻链VL‑1(SEQ  ID  NO：122)，以及以下基于VL‑1的轻链；含有突变H091E(SEQ  ID  NO：126)的

VL‑2、含有突变H091D(SEQ  ID  NO：127)的VL‑3、含有突变A032D(SEQ  ID  NO：128)的VL‑4、含

有突变A032D和H091D(SEQ  ID  NO：129)两者的VL‑5和含有突变A032D和H091E(SEQ  ID  NO：

130)两者的VL‑6。在本发明实例中使用的CAR结构域是CD8茎和跨膜序列(SEQ  ID  NO：24)、

CD137细胞内共刺激结构域(SEQ  ID  NO：53)以及来自CD3z的细胞内激活结构域(SEQ  ID 

NO：28)。

[0546] 当以至少一种构型排列为scFv以形成如上文在此实例中描述的CAR的ASTR时，重

链和轻链中的每一个，包含基准和突变体，都保留了形成功能性CAR的能力，如由在荧光素

酶测定中用这些构建体转导的效应细胞在pH  6.7和/或pH  7.4时杀死CHO‑S‑HER2靶标的能

力所确定的，优于用单独编码eTag的构建体转导的效应细胞。表2示出了96种测试构型中的

84种构型的CAR构建体、转导效率、N端链、连接子、C端链和scFv  ASTR序列ID，证明了在荧光

素酶测定中识别和杀死CHO‑S‑HER2靶细胞的能力。

[0547] 表2：在萤光素酶测定中发现以scFv形式排列的抗体重链和轻链的身份和构型可

杀死CHO‑S‑HER2靶标。

说　明　书 83/91 页

92

CN 115485293 A

92



[0548]
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[0549]
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[0550]

[0551] 在此荧光素酶测定中，对于以下构建体，未观察到高于背景水平的CHO‑S‑HER2细

胞的杀伤；X4‑85(F1‑4‑06)(SEQ  ID  NO：237)、X4‑86(F1‑4‑19)(SEQ  ID  NO：238)、X4‑87

(F1‑4‑24)(SEQ  ID  NO：239)、X4‑88(F1‑4‑55)(SEQ  ID  NO：240)、X4‑89(F1‑4‑58)(SEQ  ID 

NO：241)、X4‑90(F1‑4‑59)(SEQ  ID  NO：242)、X4‑91(F1‑4‑62)(SEQ  ID  NO：243)、X4‑92(F1‑

4‑68)(SEQ  ID  NO：244)、X4‑93(F1‑4‑70)(SEQ  ID  NO：245)、X4‑94(F1‑4‑78)(SEQ  ID  NO：

246)、X4‑95(F1‑4‑87)(SEQ  ID  NO：247)和X4‑96(F1‑4‑92)(SEQ  ID  NO：248)。这些构建体

没有被进一步表征。然而，发明人相信，如果这些构建体被优化，这些ASTR中的一些或全部

可能会促进对CHO‑S‑HER2细胞或其它HER2表达性细胞的CAR杀伤，因为ASTR是使用被证明

为结合HER2的重抗体和轻抗体链设计的(参见例如，实例1)。

[0552] 使用上文所描述的荧光素酶测定，在pH为7.4(生理pH)和pH为6.7(替代肿瘤测定

条件)时分析了在原代T和NK细胞上表达的候选CAR对CHO‑S‑HER2细胞的细胞毒性活性。示

出了用指定CAR转导的效应细胞在4到6小时内对CHO‑S‑HER2靶标的裂解百分比的图在图2

和图3中示出。图2中的CAR的ASTR均具有结构轻链‑连接子A‑重链rk；X4‑20(R059E)、X4‑21

(R050K)、X4‑23(H091D)、X4‑24(A032D)和X4‑72(H091E)。在图2中，X4‑04的图示出了准构建

体表现出杀伤活性，但裂解百分比在pH为7.4和6.7时相当，特别是在6小时时间点处，表明

这是野生型CAR。对于图2中的其它CAR中的每一个，pH  6.7时的裂解百分比大于pH  7.4时的

裂解百分比，表明X4‑20、X4‑21、X4‑23、X4‑24和X4‑72各自是CAB‑CAR。

[0553] 图3中的数据示出了如与包括VH‑1和其中引入突变H091D的基准抗体轻链(VL‑3)

的CAR相比，包括基准抗体重链(VH‑1)和基准抗体轻链(VL‑1)的CAR的杀伤活性。图3A示出

了包括通过连接子A以任一定向连接的VL‑1和VH‑1的CAR不表现出CAB活性，并且因此是野

生型CAR。相比之下，包括通过连接子A以任一定向连接的VL‑3和VH‑1的CAR是CAB  CAR。类似

地，图3B示出了包括通过连接子B以任一定向连接的VL‑1和VH‑1的CAR不表现出CAB活性，并

且因此是野生型CAR。相比之下，包括通过连接子B以任一定向连接的VL‑3和VH‑1的CAR是

CAB  CAR。因此，可以改变抗体链的连接子和定向，并且这些包括VL‑3的CAR维持CAB活性。

[0554] 表3中的数据表明，当重链和轻链的定向反转时，保留CAB‑CAR活性的能力并不是

VL‑3的H091D突变所独有的。表3示出了代表性CAR构建体、转导效率、scFv中重抗体链和轻
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抗体链的定向、如与基准序列相比每个CAR构建体中存在的突变、相对于7.4，pH  6.7时的裂

解比率以及基于此裂解比率的构建体的类别。基于其pH  6.7相比于7.4裂解比率性能将候

选物分组为三个类别之一；所有构建体在6小时时产生大于25％的裂解。那些在低到高pH下

产生裂解％比率小于或等于1.12的候选CAR被归类为具有野生型活性(“WT”)，并且那些在

低到高pH下产生裂解％比率大于1.12的候选CAR被归类为具有具有CAB活性(“CAB”)。1.12

截止值是基于基准在这些测定中的表现。对于每个测定中的样品，一式三份运行的样品的

中位数用于裂解百分比。对于在2次单独测定中运行的样品，使用裂解百分比的平均值。

[0555] 表3在荧光素酶杀伤测定中，在CHO‑S‑HER2靶标上表达各种抗HER2  CAR的T细胞的

身份和CAB活性。

[0556]

[0557] 包含具有重链或轻链突变体的ASTR的所有CAR构建体在抗体测定中被鉴定为负责

CAB活性(参见例如，实例1)，除X4‑47外，通过此荧光素酶杀伤测定具有CAB‑CAR活性然而，

X4‑47在基于实时阻抗的杀伤测定中以为3：1和1：1两者的效应物与靶标的比率确实表现出

CAB‑CAR活性，表明X4‑47是CAB‑CAR。

[0558] 图4示出了两个样品的实时杀伤测定的结果。图4A示出了表达基准CAR，X4‑03的效

应细胞对CHO‑S‑HER2靶细胞的杀伤。在pH  6.7和7.4时的特异性裂解百分比相当，表明X4‑

03不是CAB‑CAR。相比之下，图4B示出了在pH  6.7时比在pH  7 .4时更大的特异性裂解百分

比，表明X4‑16是CAB‑CAR。X4‑16(SEQ  ID  NO：168)的scFv包括R050K和R059E突变两者，证明

可以组合负责CAB活性的单独突变以产生CAB  CAR。

[0559] 22个CAR在荧光素酶测定中显示出杀伤力和强CAB活性，其中在至少一种荧光素酶

或使用CHO‑S‑HER2靶细胞的基于阻抗的实时杀伤测定初筛中，与高pH相比，在低pH时具有

更大的杀伤力。表4提供了这22个CAB  CAR的ASTR的身份和序列。

[0560] 表4代表性CAB  CAR的身份和其相应scFv的SEQ  ID。

[0561]
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[0562] 实例3：通过激活标志物的表达、细胞因子产生和增殖对代表性CAB  CAR的进一步

体外测定

[0563] 在此实例中，通过研究CAR‑T细胞在肿瘤微环境(TME)条件(pH  6.7)和正常生理条

件(pH  7.4)下暴露于HER2阳性靶细胞之后激活标志物的表达、细胞因子的产生和增殖，对

HER2  CAR候选物进行体外CAB活性测试。

[0564] 如实例2所描述产生重组慢病毒颗粒。使用了若干种编码不同HER2  CAR变体的基

因组质粒。“WT1”是非CAB  CAR对照，包含IgK信号肽(SEQ  ID  NO：250)、本身包含不显示CAB

活性并通过连接子C(SEQ  ID  NO：249)连接的抗体重链和轻链组合的scFv、CD8茎和跨膜序

列(SEQ  ID  NO：24)、CD137细胞内结构域(SEQ  ID  NO：53)和来自CD3z的细胞内激活结构域

(SEQ  ID  NO：28)，然后是均由EF1‑a启动子驱动的T2A和eTag。此实例中研究的每个候选

CAB‑CART  1‑4包含在实例2中被鉴定为表现出CAB  CAR活性的相同的抗体重链(VH‑A)和抗

体轻链(VL‑A)。此外，对于候选物1‑4中的每个候选物，抗体链以相同的定向排列。候选物1‑

4的不同之处仅在于其信号肽、连接子的组合以及组氨酸标签(SEQ  ID  NO：251)是否存在于

scFv与CD8茎之间的茎区。信号肽来自IgK信号肽(SEQ  ID  NO：250)或CD8信号肽(SEQ  ID 

NO：72)。连接子是连接子“A”(SEQ  ID  NO：249)、连接子“B”(SEQ  ID  NO：1)或连接子“C”(SEQ 

ID  NO：64)。用这些慢病毒颗粒转导T细胞，如实例2所描述扩增并冷冻。

[0565] 当经被测转导的T细胞与已知表达HER2的MCF‑7细胞组合时，通过检查激活标志物

和细胞因子的产生，使用以下方法评估CAR‑T细胞激活。在第1天，将冷冻的转导T细胞解冻

并在含有100IU/ML的IL‑2的X‑VIVO  15中在37℃和5％CO2下温育2天，以用作效应细胞。第2

天，在高和低pH下将MCF‑7靶细胞以每孔30,000个细胞接种在100μl靶细胞培养基(含有

10％热灭活FBS、1％Pen/Strep、1％MEM  NEAA、1％丙酮酸钠并含有被调整到pH  6 .7或pH 

7 .4的40mM  HEPES和PIPES的DMEM)中的96孔平底板中并且在37℃和5％CO2下温育。在第3

天，在高和低pH下将100μl效应细胞培养基(X‑VIVO15(龙沙#04‑418Q)、5％人AB血清

(Valley生物医学公司，#HP1022)、1％N‑乙酰基‑L‑半胱氨酸(西格玛奥德里奇公司#

A9165)、0.9％1N  NaOH并且含有被调整到pH  6.7或pH  7.4的40mM  HEPES和PIPES)中的适当

效应T细胞中的90 ,000个添加到铺板的靶细胞中并且在37℃和5％CO2下温育。为了分析

CD69表面表达，在第4天采集经刺激的细胞，并对CD69、eTag、CD3、CD4和CD8进行染色。为了

分析细胞内IFN  γ，在第4天采集经刺激的细胞，并且在用BD  Perm/Wash缓冲液(BD生物科

学公司(BD  Biosciences)目录号554723)透化之后对eTag、CD3、CD4、CD8和IFN  γ进行染

色。

[0566] 为了分析CD107a表面表达，在刺激开始时添加抗CD107a  PE(e生物科学公司

(eBioscience)目录号12‑1079‑42)、布雷非菌素A和莫能菌素。细胞在37℃和5％CO2下温育

5小时。刺激5小时之后，对细胞进行eTag、CD3、CD4和CD8染色。使用BD  Cytofix固定染色的

细胞，并在4℃下在FACS缓冲液中过夜。用于这些测定的商业抗体是抗CD3(百进生物公司

(Biolegend)目录号317344)、抗CD4(百进生物公司目录号317412)、抗CD8(百进生物公司目

录号301048)、抗CD69(百进生物公司目录号310932)、抗CD107a(e生物科学公司目录号12‑

1079‑42)和抗IFNγ(BD  Pharmigen公司目录号557643或552887)。

[0567] 以下方法用于评估增殖作为CAR‑T细胞激活的指标。在第1天，将冷冻的转导T细胞

解冻并在含有5％AB血清、10mM  NAC和100IU/ML的IL‑2的X‑VIVO  15中在37℃和5％CO2下温
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育2天，以用作效应细胞。第3天，用最终浓度为10μg/ml的丝裂霉素C处理MCF‑7靶细胞，在37

℃和5％CO2下温育3小时，并且在PBS中洗涤。然后将MCF7靶细胞以每孔100,000个细胞接种

在500μl靶细胞培养基(含有10％热灭活FBS、1％Pen/Strep、1％MEM  NEAA、1％丙酮酸钠并

含有被调整到pH  6.7或pH  7.4的40mM  HEPES和PIPES的DMEM)中的48孔平底板中。根据制造

商的方案(#C34557，赛默飞世尔公司)采集效应细胞并用Celltrace  Violet标记。将pH  6.7

或pH  7.4下的500μl的靶细胞培养基中的100,000个CAR+效应细胞添加到对应pH下的靶细

胞中，以建立1∶1的效应物与靶标比率，并且在37℃和5％CO2下温育。在第8天，收集细胞并

进行CD3、CD8和7AAD染色。随着效应细胞增殖，Celltrace  Violet的量减少，并且可通过流

式细胞仪检测。用于这些测定的商业抗体是抗CD3(百进生物公司目录号317306)、抗CD4(百

进生物公司目录号317412)、抗CD8(百进生物公司目录号300914)和抗7AAD(百进生物公司

目录号420404)。

[0568] 如通过这些代表性体外测定测量的，在TME和正常生理条件下，已知表达HER2的

MCF7靶细胞对这些候选CAB  CAR‑T效应细胞的T细胞激活的相对水平在图5‑8中示出。

[0569] 图5示出了与MCF7靶标共培养1天之后CD3+eTAG+细胞上的CD69的MFI。与高pH相

比，对照CAR，WT1在低pH下显示出CD69  MFI略有下降。相比之下，与低pH相比，候选物1到4在

高pH下的CD69  MFI显著降低。在单独的测定(未示出)中，具有与候选物2相同的氨基酸序列

但针对轻链中的突变Y55E的第5个候选物，候选物5，如与当人乳腺癌细胞系BT‑474被用作

靶标时的低pH相比在高pH下显示CD69  MFI显著降低，表明候选物5也是CAB  CAR。

[0570] 图6示出了在与MCF7靶标共培养1天之后含有细胞内IFNγ的CD3+eTAG+细胞的百

分比。在低和高pH下，表达IFNγ的WT1细胞的百分比是相等的。相比之下，在低pH条件下，并

且与高pH相比，候选物1‑4的大约两倍百分比表达细胞内IFNγ。

[0571] 图7示出了在与MCF7靶细胞共培养5小时之后表达CD107a的CD3+eTAG+细胞的百分

比。与IFNγ的观察结果相似，在低pH和高pH下表达CD107a的WT1细胞的百分比是相等的，而

在低pH条件下并且与高pH相比，表达CD107a的候选物1‑4的百分比大约是两倍。

[0572] 图8示出了来自增殖测定的结果的实例。随着细胞增殖，每个细胞的Celltrace 

Violet的量会减少。这可以在活的CD3+门控细胞的直方图中作为多个不同的峰看到。WT1效

应物与MCF7靶细胞在低和高pH两者下共培养5天，显示出多个表明增殖的峰。相比之下，在

低pH但不是高pH下与MCF7靶细胞共培养5天的候选物2CAR效应物显示增殖(多个峰)。

[0573] 这些结果一起表明，如与正常生理环境相比，候选物1‑4是在TME中的pH下具有更

大活性的CAB  CAR。因此，对于以CAB‑CAR形式表现出CAB活性的给定抗体重链和轻链组合，

可以使用不同的信号肽、连接子和茎，并且CAR可以维持CAB活性。此外，当候选物2中使用的

轻链的位置55处的酪氨酸突变为谷氨酸时，CAB‑CAR活性被保留，这种突变也存在于4D5‑7

中(Carter等人，1992，《美国国家科学院院刊》89：4285‑9)。因此，据信本文所提供的候选

CAB‑CAR可以在位置55处包含酪氨酸并保留其CAB‑CAR活性。最后，此实例展示了四种另外

的体外测定，所述测定可以用于确定CAR是否为CAB  CAR，以及它在pH或6.7下是否具有更多

或更少活性，如与正常的生理环境相比，这被认为与TME的pH相似。

[0574] 实例4：HER2  CAB‑CAR在体内模型中表现出肿瘤杀伤以及减少的中靶脱瘤效应

[0575] 进行了一项混合肿瘤回归和安全性评估研究，以检查示例性CAB‑CAR的活性，以有

条件地靶向和解决皮下HER2表达性肿瘤，同时减少定位于TME之外的HER2表达性肝细胞的
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中靶脱瘤杀伤。

[0576] 如实例2所描述产生重组慢病毒颗粒。基因组质粒编码HER2  CAR，然后是由EF1‑a

启动子驱动的T2A和eTag。CAR是上述实例中鉴定的CAB‑CAR或非CAB  CAR(“WT  CAR”)。通过

深度过滤、TFF、苯甲酶处理、渗滤和调配的组合纯化病毒上清液，以产生不含非人类动物蛋

白的基本上纯的病毒颗粒。病毒颗粒用于以10的MOI转导新鲜分离的PBMC，并且将细胞离体

扩增12天。

[0577] 此研究选择了使用B‑NDG小鼠的异种移植模型。B‑NDG是缺乏成熟T细胞、NK细胞和

B细胞的小鼠品系，并且是迄今为止描述的免疫缺陷最严重的小鼠品系之一。去除免疫系统

的这些细胞组分通常是为了使人PBMC能够在宿主没有先天、体液或适应性免疫应答的情况

下进行移植。由于缺乏鼠类胞外共同γ链，使过继性转移的人类细胞能够接受此类细胞因

子，因此通常仅在人体放射或淋巴细胞清除化学疗法之后才存在稳态细胞因子的浓度。同

时，这些动物也可以用于移植肿瘤异种移植靶标，以检查CAR杀死表达靶标的肿瘤的功效。

虽然效应细胞产物中的异种反应性T细胞受体抗原的存在最终会导致移植物抗宿主病，但

这些模型能够对动物药理学和急性耐受性进行短期评估。

[0578] 在第‑42天，用PBS基质胶中的10M  SK‑OV‑3卵巢肿瘤细胞皮下(SC)接种6‑8周龄雌

性B‑NDG(Biocytogen)小鼠。在第‑14天，通过流体动力学基因递送将编码人全长HER2和具

有侧接转座子位点的萤火虫荧光素酶的pDNA与转座酶pDNA一起施用以诱导人HER2抗原的

肝脏表达。在第0天，给小鼠静脉注射(IV)单剂量的50×106CAB‑CAR细胞(4只小鼠)、50×

106WT  CAR细胞(6只小鼠)或DPBS对照(6只小鼠)。每周使用卡尺测量肿瘤2或3次，并且使用

以下等式计算肿瘤体积：(最长直径*最短直径2)/2。IVIS对小鼠的体内成像用于通过在异

氟醚麻醉下进行荧光素底物注射后每周捕获图像来观察肝脏的生物发光。

[0579] 每组小鼠的平均肿瘤体积在图9中示出。CAB‑CAR和WT‑CAR的施用使得SK‑OV‑3肿

瘤从第7天开始出现类似的消退，其中到第27天通过卡尺测量无法检测到肿瘤。CAB‑CAR和

WT‑CAR也展示出相似的药代动力学血液膨胀，其在第14天达到峰值，并且在给药后4周收缩

至低于检测限，如通过FACS和qPCR方法测量的(未示出)。图10A中的小鼠的IVIS图像显示人

HER2‑荧光素酶在第‑1天在所有小鼠的肝脏中以相似的水平表达。在第3天观察到用WT‑CAR

细胞给药的小鼠肝脏中的HER2‑荧光素酶减少，其中到第9天未检测到HER2‑荧光素酶。相比

之下，用CAB‑CAR细胞给药的小鼠肝细胞中的HER2‑荧光素酶的表达仅适度下降。对此图像

中的荧光素酶活性的定量在图10B中的lg(总通量)图中示出。因此，HER2  CAB‑CAR细胞可以

靶向和消退HER2肿瘤，其中几乎不会对HER2表达性细胞进行中靶脱瘤杀伤。

[0580] 这些数据证明，通过上文所公开的体外测定鉴定为CAB‑CAR的候选物是体内CAB‑

CAR。因此，这些体外测定似乎可鉴定不仅是体外CAB‑CAR的，而且也是体内的CAR构建体。此

外，这种混合肿瘤回归和安全模型可以用于鉴定和/或确认CAR是CAB‑CAR。这些结果支持

CAB‑CAR可能有效治疗HER2+癌症，其安全性高于不表现出条件活性的HER2  CAR。

[0581] 实例5：HER2  CAR可以在体内模型中杀死和解决曲妥珠单抗抗性肿瘤

[0582] 虽然曲妥珠单抗在治疗患有HER2过表达肿瘤的患者中显示出功效，但大多数接受

有效初始曲妥珠单抗疗法的患者在12个月内产生抗性。此研究的目的是测试和比较曲妥珠

单抗和CAR疗法在小鼠模型中的功效。

[0583] 在此实例5中使用了实例4中产生的不含非人动物蛋白的基本上纯的病毒颗粒。在
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第‑14天，用PBS基质胶中的7×10 6NCI‑87胃上皮细胞SC接种6‑8周龄雌性B‑NDG

(Biocytogen)小鼠。在第0天，给小鼠IV注射单剂量的50×106个CAB‑CAR细胞(6只小鼠)、50

×106个WT  CAR细胞(6只小鼠)或DPBS对照(6只小鼠)，并且以4mg/kg(低剂量)或30mg/kg

(高剂量)的剂量腹膜内(IP)注射曲妥珠单抗，并且以2mg/kg(低剂量)或10mg/kg(高剂量)

每周IP剂量维持在曲妥珠单抗上持续3周。在第42天，接受高剂量曲妥珠单抗的小鼠被IV注

射单剂量的50×106个CAB‑CAR细胞。每周使用卡尺测量肿瘤2或3次，并且使用以下等式计

算肿瘤体积：(最长直径*最短直径2)/2。

[0584] 这些小鼠的肿瘤体积在图11中示出。WT  CAR和CAB‑CAR产品从注射后第7天开始高

效地产生肿瘤消退，其中到第27天完全消退。用低剂量的曲妥珠单抗治疗的肿瘤以与DPBS

对照相似的动力学进展。用高剂量的曲妥珠单抗治疗的肿瘤在第41天表现出50％的肿瘤生

长抑制。在第42天用CAB‑CAR对这组小鼠进行进一步治疗引起对持续HER2单克隆抗体给药

难治的大型已建立肿瘤的完全消退。

[0585] 此处呈现的实例支持使用CAR，具体地是CAB‑CAR，以在曲妥珠单抗治疗肿瘤进展

后治疗HER2阳性肿瘤。

[0586] 所公开的实施例、实例和实验并不打算限制本公开的范围或并不打算表示以下实

验是所执行的所有或仅有实验。已经努力确保关于所用数字(例如量、温度等)的准确性，但

应当考虑到一些实验性误差和偏差。应理解，可以在不改变实验意图说明的基本方面的情

况下，对所描述的方法进行改变。

[0587] 所属领域的技术人员可设计在本公开的范围和精神内的许多修改和其它实施例。

实际上，在不改变本公开的基本方面的情况下，熟练的技术人员可对所描述材料、方法、图

式、实验、实例和实施例进行变化。所公开的任一个实施例可与任何其它所公开的实施例组

合使用。

[0588] 在一些情况下，已经参照具体实施例对所述方面进行了描述。然而，所属领域普通

技术人员应理解，可以在不脱离以下权利要求书中阐述的本发明的范围的情况下作出各种

修改和改变。因此，说明书和图式应该以说明性而不是限制性意义来看待，且所有这些修改

意图包含在本发明范围内。

说　明　书 91/91 页

100

CN 115485293 A

100



序列表

<110>  埃克苏马生物技术公司（EXUMA  BIOTECH  CORP.）

生物蛋白有限公司（BIOATLA,  LLC）

FROST,  Gregory  Ian

ONUFFER,  James  Joseph

KUNDU,  Anirban

SHORT,  Jay  M.

FREY,  Gerhard

CHANG,  Hwai  Wen

<120>  用于HER2的嵌合抗原受体和其使用方法
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<160>  257

<170>  PatentIn  3.5版

<210>  1

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  1

Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  2

<400>  2

000

<210>  3

<211>  42

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(42)

<223>  茎

<400>  3

Phe  Cys  Lys  Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu

1               5                   10                  15
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Lys  Ser  Asn  Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro

            20                  25                  30

Ser  Pro  Leu  Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro

        35                  40

<210>  4

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  4

Cys  Pro  Pro  Cys

1

<210>  5

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  5

Asp  Lys  Thr  His  Thr

1               5

<210>  6

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  6

Cys  Pro  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Thr  Pro  Pro  Pro  Cys  Pro  Arg

1               5                   10                  15

<210>  7

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  7

Glu  Leu  Lys  Thr  Pro  Leu  Gly  Asp  Thr  Thr  His  Thr
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1               5                   10

<210>  8

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  8

Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro

1               5                   10

<210>  9

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  9

Lys  Cys  Cys  Val  Asp  Cys  Pro

1               5

<210>  10

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  10

Lys  Tyr  Gly  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5

<210>  11

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  11

Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10                  15

<210>  12

<211>  12

序　列　表 3/179 页

103

CN 115485293 A

103



<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  12

Glu  Arg  Lys  Cys  Cys  Val  Glu  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10

<210>  13

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  13

Glu  Leu  Lys  Thr  Pro  Leu  Gly  Asp  Thr  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Arg  Cys

1               5                   10                  15

Pro

<210>  14

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  14

Ser  Pro  Asn  Met  Val  Pro  His  Ala  His  His  Ala  Gln

1               5                   10

<210>  15

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：铰链

<400>  15

Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  Tyr  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

1               5                   10                  15

<210>  16

<211>  45

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）
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<220>

<223> 合成：铰链

<400>  16

Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

            20                  25                  30

Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp

        35                  40                  45

<210>  17

<211>  24

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(24)

<223>  CD*α跨膜结构域

<400>  17

Ile  Tyr  Ile  Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Val  Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys

            20

<210>  18

<211>  23

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(23)

<223>  CD8β跨膜结构域

<400>  18

Leu  Gly  Leu  Leu  Val  Ala  Gly  Val  Leu  Val  Leu  Leu  Val  Ser  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Val  Ala  Ile  His  Leu  Cys  Cys

            20

<210>  19

<211>  25

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）
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<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(25)

<223>  CD4跨膜结构域

<400>  19

Ala  Leu  Ile  Val  Leu  Gly  Gly  Val  Ala  Gly  Leu  Leu  Leu  Phe  Ile  Gly

1               5                   10                  15

Leu  Gly  Ile  Phe  Phe  Cys  Val  Arg  Cys

            20                  25

<210>  20

<211>  23

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(23)

<223>  CD3ζ跨膜结构域

<400>  20

Leu  Cys  Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Leu  Phe  Leu  Arg  Val

            20

<210>  21

<211>  27

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(27)

<223>  CD28跨膜结构域

<400>  21

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val

            20                  25

<210>  22

<211>  26

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）
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<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(26)

<223>  OX40跨膜结构域

<400>  22

Val  Ala  Ala  Ile  Leu  Gly  Leu  Gly  Leu  Val  Leu  Gly  Leu  Leu  Gly  Pro

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Ile  Leu  Leu  Ala  Leu  Tyr  Leu  Leu

            20                  25

<210>  23

<211>  24

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(24)

<223>  CD7跨膜结构域

<400>  23

Ala  Leu  Pro  Ala  Ala  Leu  Ala  Val  Ile  Ser  Phe  Leu  Leu  Gly  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Leu  Gly  Val  Ala  Cys  Val  Leu  Ala

            20

<210>  24

<211>  69

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(69)

<223>  CD8a茎和跨膜结构域

<400>  24

Thr  Thr  Thr  Pro  Ala  Pro  Arg  Pro  Pro  Thr  Pro  Ala  Pro  Thr  Ile  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Gln  Pro  Leu  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Ala  Cys  Arg  Pro  Ala  Ala  Gly

            20                  25                  30

Gly  Ala  Val  His  Thr  Arg  Gly  Leu  Asp  Phe  Ala  Cys  Asp  Ile  Tyr  Ile

        35                  40                  45

Trp  Ala  Pro  Leu  Ala  Gly  Thr  Cys  Gly  Val  Leu  Leu  Leu  Ser  Leu  Val

    50                  55                  60
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Ile  Thr  Leu  Tyr  Cys

65

<210>  25

<211>  66

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(66)

<223>  CD28茎和跨膜结构域

<400>  25

Ile  Glu  Val  Met  Tyr  Pro  Pro  Pro  Tyr  Leu  Asp  Asn  Glu  Lys  Ser  Asn

1               5                   10                  15

Gly  Thr  Ile  Ile  His  Val  Lys  Gly  Lys  His  Leu  Cys  Pro  Ser  Pro  Leu

            20                  25                  30

Phe  Pro  Gly  Pro  Ser  Lys  Pro  Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly

        35                  40                  45

Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu  Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe

    50                  55                  60

Trp  Val

65

<210>  26

<211>  163

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(163)

<223>  CD3Z激活结构域同种型1

<400>  26

Met  Lys  Trp  Lys  Ala  Leu  Phe  Thr  Ala  Ala  Ile  Leu  Gln  Ala  Gln  Leu

1               5                   10                  15

Pro  Ile  Thr  Glu  Ala  Gln  Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Asp  Pro  Lys  Leu  Cys

            20                  25                  30

Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala

        35                  40                  45

Leu  Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr

    50                  55                  60

Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg
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65                  70                  75                  80

Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met

                85                  90                  95

Gly  Gly  Lys  Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu

            100                 105                 110

Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys

        115                 120                 125

Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu

    130                 135                 140

Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu

145                 150                 155                 160

Pro  Pro  Arg

<210>  27

<211>  164

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(164)

<223>  CD3Z激活结构域同种型2

<400>  27

Met  Lys  Trp  Lys  Ala  Leu  Phe  Thr  Ala  Ala  Ile  Leu  Gln  Ala  Gln  Leu

1               5                   10                  15

Pro  Ile  Thr  Glu  Ala  Gln  Ser  Phe  Gly  Leu  Leu  Asp  Pro  Lys  Leu  Cys

            20                  25                  30

Tyr  Leu  Leu  Asp  Gly  Ile  Leu  Phe  Ile  Tyr  Gly  Val  Ile  Leu  Thr  Ala

        35                  40                  45

Leu  Phe  Leu  Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr

    50                  55                  60

Gln  Gln  Gly  Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg

65                  70                  75                  80

Glu  Glu  Tyr  Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met

                85                  90                  95

Gly  Gly  Lys  Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn

            100                 105                 110

Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met

        115                 120                 125

Lys  Gly  Glu  Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly

    130                 135                 140
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Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala

145                 150                 155                 160

Leu  Pro  Pro  Arg

<210>  28

<211>  112

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(112)

<223>  CD3Z激活结构域同种型3

<400>  28

Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

1               5                   10                  15

Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            20                  25                  30

Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

        35                  40                  45

Pro  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys

    50                  55                  60

Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu  Arg

65                  70                  75                  80

Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala

                85                  90                  95

Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro  Arg

            100                 105                 110

<210>  29

<211>  113

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(113)

<223>  CD3Z激活结构域同种型

<400>  29

Arg  Val  Lys  Phe  Ser  Arg  Ser  Ala  Asp  Ala  Pro  Ala  Tyr  Gln  Gln  Gly

1               5                   10                  15

Gln  Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr

            20                  25                  30
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Asp  Val  Leu  Asp  Lys  Arg  Arg  Gly  Arg  Asp  Pro  Glu  Met  Gly  Gly  Lys

        35                  40                  45

Pro  Gln  Arg  Arg  Lys  Asn  Pro  Gln  Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln

    50                  55                  60

Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr  Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys  Gly  Glu

65                  70                  75                  80

Arg  Arg  Arg  Gly  Lys  Gly  His  Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr

                85                  90                  95

Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp  Ala  Leu  His  Met  Gln  Ala  Leu  Pro  Pro

            100                 105                 110

Arg

<210>  30

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD3Z激活结构域同种型4

<400>  30

Asn  Gln  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Asn  Leu  Gly  Arg  Arg  Glu  Glu  Tyr  Asp

1               5                   10                  15

Val  Leu  Asp  Lys  Arg

            20

<210>  31

<211>  22

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(22)

<223>  CD3Z激活结构域同种型5

<400>  31

Glu  Gly  Leu  Tyr  Asn  Glu  Leu  Gln  Lys  Asp  Lys  Met  Ala  Glu  Ala  Tyr

1               5                   10                  15

Ser  Glu  Ile  Gly  Met  Lys

            20

<210>  32

<211>  21
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<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD3Z激活结构域同种型6

<400>  32

Asp  Gly  Leu  Tyr  Gln  Gly  Leu  Ser  Thr  Ala  Thr  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp

1               5                   10                  15

Ala  Leu  His  Met  Gln

            20

<210>  33

<211>  171

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(171)

<223>  CD3D激活结构域同种型1

<400>  33

Met  Glu  His  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Gly  Leu  Val  Leu  Ala  Thr  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Gln  Val  Ser  Pro  Phe  Lys  Ile  Pro  Ile  Glu  Glu  Leu  Glu  Asp  Arg

            20                  25                  30

Val  Phe  Val  Asn  Cys  Asn  Thr  Ser  Ile  Thr  Trp  Val  Glu  Gly  Thr  Val

        35                  40                  45

Gly  Thr  Leu  Leu  Ser  Asp  Ile  Thr  Arg  Leu  Asp  Leu  Gly  Lys  Arg  Ile

    50                  55                  60

Leu  Asp  Pro  Arg  Gly  Ile  Tyr  Arg  Cys  Asn  Gly  Thr  Asp  Ile  Tyr  Lys

65                  70                  75                  80

Asp  Lys  Glu  Ser  Thr  Val  Gln  Val  His  Tyr  Arg  Met  Cys  Gln  Ser  Cys

                85                  90                  95

Val  Glu  Leu  Asp  Pro  Ala  Thr  Val  Ala  Gly  Ile  Ile  Val  Thr  Asp  Val

            100                 105                 110

Ile  Ala  Thr  Leu  Leu  Leu  Ala  Leu  Gly  Val  Phe  Cys  Phe  Ala  Gly  His

        115                 120                 125

Glu  Thr  Gly  Arg  Leu  Ser  Gly  Ala  Ala  Asp  Thr  Gln  Ala  Leu  Leu  Arg

    130                 135                 140

Asn  Asp  Gln  Val  Tyr  Gln  Pro  Leu  Arg  Asp  Arg  Asp  Asp  Ala  Gln  Tyr
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145                 150                 155                 160

Ser  His  Leu  Gly  Gly  Asn  Trp  Ala  Arg  Asn  Lys

                165                 170

<210>  34

<211>  127

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(127)

<223>  CD3D激活结构域同种型2

<400>  34

Met  Glu  His  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Gly  Leu  Val  Leu  Ala  Thr  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Ser  Gln  Val  Ser  Pro  Phe  Lys  Ile  Pro  Ile  Glu  Glu  Leu  Glu  Asp  Arg

            20                  25                  30

Val  Phe  Val  Asn  Cys  Asn  Thr  Ser  Ile  Thr  Trp  Val  Glu  Gly  Thr  Val

        35                  40                  45

Gly  Thr  Leu  Leu  Ser  Asp  Ile  Thr  Arg  Leu  Asp  Leu  Gly  Lys  Arg  Ile

    50                  55                  60

Leu  Asp  Pro  Arg  Gly  Ile  Tyr  Arg  Cys  Asn  Gly  Thr  Asp  Ile  Tyr  Lys

65                  70                  75                  80

Asp  Lys  Glu  Ser  Thr  Val  Gln  Val  His  Tyr  Arg  Thr  Ala  Asp  Thr  Gln

                85                  90                  95

Ala  Leu  Leu  Arg  Asn  Asp  Gln  Val  Tyr  Gln  Pro  Leu  Arg  Asp  Arg  Asp

            100                 105                 110

Asp  Ala  Gln  Tyr  Ser  His  Leu  Gly  Gly  Asn  Trp  Ala  Arg  Asn  Lys

        115                 120                 125

<210>  35

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD3D激活结构域同种型3

<400>  35

Asp  Gln  Val  Tyr  Gln  Pro  Leu  Arg  Asp  Arg  Asp  Asp  Ala  Gln  Tyr  Ser

1               5                   10                  15
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His  Leu  Gly  Gly  Asn

            20

<210>  36

<211>  206

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(206)

<223>  CD3E激活结构域同种型1

<400>  36

Met  Gln  Ser  Gly  Thr  His  Trp  Arg  Val  Leu  Gly  Leu  Cys  Leu  Leu  Ser

1               5                   10                  15

Val  Gly  Val  Trp  Gly  Gln  Asp  Gly  Asn  Glu  Glu  Met  Gly  Gly  Ile  Thr

            20                  25                  30

Gln  Thr  Pro  Tyr  Lys  Val  Ser  Ile  Ser  Gly  Thr  Thr  Val  Ile  Leu  Thr

        35                  40                  45

Cys  Pro  Gln  Tyr  Pro  Gly  Ser  Glu  Ile  Leu  Trp  Gln  His  Asn  Asp  Lys

    50                  55                  60

Asn  Ile  Gly  Gly  Asp  Glu  Asp  Asp  Lys  Asn  Ile  Gly  Ser  Asp  Glu  Asp

65                  70                  75                  80

His  Leu  Ser  Leu  Lys  Glu  Phe  Ser  Glu  Leu  Glu  Gln  Ser  Gly  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Val  Cys  Tyr  Pro  Arg  Gly  Ser  Lys  Pro  Glu  Asp  Ala  Asn  Phe  Tyr  Leu

            100                 105                 110

Tyr  Leu  Arg  Ala  Arg  Val  Cys  Glu  Asn  Cys  Met  Glu  Met  Asp  Met  Ser

        115                 120                 125

Val  Ala  Thr  Ile  Val  Ile  Val  Asp  Ile  Cys  Ile  Thr  Gly  Gly  Leu  Leu

    130                 135                 140

Leu  Leu  Val  Tyr  Tyr  Trp  Ser  Lys  Asn  Arg  Lys  Ala  Lys  Ala  Lys  Pro

145                 150                 155                 160

Val  Thr  Arg  Gly  Ala  Gly  Ala  Gly  Gly  Arg  Gln  Arg  Gly  Gln  Asn  Lys

                165                 170                 175

Glu  Arg  Pro  Pro  Pro  Val  Pro  Asn  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Ile  Arg  Lys

            180                 185                 190

Gly  Gln  Arg  Asp  Leu  Tyr  Ser  Gly  Leu  Asn  Gln  Arg  Arg  Ile

        195                 200                 205

<210>  37

<211>  21

序　列　表 14/179 页

114

CN 115485293 A

114



<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD3E激活结构域同种型2

<400>  37

Asn  Pro  Asp  Tyr  Glu  Pro  Ile  Arg  Lys  Gly  Gln  Arg  Asp  Leu  Tyr  Ser

1               5                   10                  15

Gly  Leu  Asn  Gln  Arg

            20

<210>  38

<211>  182

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(182)

<223>  CD3G激活结构域同种型1

<400>  38

Met  Glu  Gln  Gly  Lys  Gly  Leu  Ala  Val  Leu  Ile  Leu  Ala  Ile  Ile  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Gln  Gly  Thr  Leu  Ala  Gln  Ser  Ile  Lys  Gly  Asn  His  Leu  Val  Lys

            20                  25                  30

Val  Tyr  Asp  Tyr  Gln  Glu  Asp  Gly  Ser  Val  Leu  Leu  Thr  Cys  Asp  Ala

        35                  40                  45

Glu  Ala  Lys  Asn  Ile  Thr  Trp  Phe  Lys  Asp  Gly  Lys  Met  Ile  Gly  Phe

    50                  55                  60

Leu  Thr  Glu  Asp  Lys  Lys  Lys  Trp  Asn  Leu  Gly  Ser  Asn  Ala  Lys  Asp

65                  70                  75                  80

Pro  Arg  Gly  Met  Tyr  Gln  Cys  Lys  Gly  Ser  Gln  Asn  Lys  Ser  Lys  Pro

                85                  90                  95

Leu  Gln  Val  Tyr  Tyr  Arg  Met  Cys  Gln  Asn  Cys  Ile  Glu  Leu  Asn  Ala

            100                 105                 110

Ala  Thr  Ile  Ser  Gly  Phe  Leu  Phe  Ala  Glu  Ile  Val  Ser  Ile  Phe  Val

        115                 120                 125

Leu  Ala  Val  Gly  Val  Tyr  Phe  Ile  Ala  Gly  Gln  Asp  Gly  Val  Arg  Gln

    130                 135                 140

Ser  Arg  Ala  Ser  Asp  Lys  Gln  Thr  Leu  Leu  Pro  Asn  Asp  Gln  Leu  Tyr
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145                 150                 155                 160

Gln  Pro  Leu  Lys  Asp  Arg  Glu  Asp  Asp  Gln  Tyr  Ser  His  Leu  Gln  Gly

                165                 170                 175

Asn  Gln  Leu  Arg  Arg  Asn

            180

<210>  39

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD3G激活结构域同种型2

<400>  39

Asp  Gln  Leu  Tyr  Gln  Pro  Leu  Lys  Asp  Arg  Glu  Asp  Asp  Gln  Tyr  Ser

1               5                   10                  15

His  Leu  Gln  Gly  Asn

            20

<210>  40

<211>  226

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(226)

<223>  CD79A激活结构域同种型1

<400>  40

Met  Pro  Gly  Gly  Pro  Gly  Val  Leu  Gln  Ala  Leu  Pro  Ala  Thr  Ile  Phe

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Ser  Ala  Val  Tyr  Leu  Gly  Pro  Gly  Cys  Gln  Ala

            20                  25                  30

Leu  Trp  Met  His  Lys  Val  Pro  Ala  Ser  Leu  Met  Val  Ser  Leu  Gly  Glu

        35                  40                  45

Asp  Ala  His  Phe  Gln  Cys  Pro  His  Asn  Ser  Ser  Asn  Asn  Ala  Asn  Val

    50                  55                  60

Thr  Trp  Trp  Arg  Val  Leu  His  Gly  Asn  Tyr  Thr  Trp  Pro  Pro  Glu  Phe

65                  70                  75                  80

Leu  Gly  Pro  Gly  Glu  Asp  Pro  Asn  Gly  Thr  Leu  Ile  Ile  Gln  Asn  Val

                85                  90                  95
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Asn  Lys  Ser  His  Gly  Gly  Ile  Tyr  Val  Cys  Arg  Val  Gln  Glu  Gly  Asn

            100                 105                 110

Glu  Ser  Tyr  Gln  Gln  Ser  Cys  Gly  Thr  Tyr  Leu  Arg  Val  Arg  Gln  Pro

        115                 120                 125

Pro  Pro  Arg  Pro  Phe  Leu  Asp  Met  Gly  Glu  Gly  Thr  Lys  Asn  Arg  Ile

    130                 135                 140

Ile  Thr  Ala  Glu  Gly  Ile  Ile  Leu  Leu  Phe  Cys  Ala  Val  Val  Pro  Gly

145                 150                 155                 160

Thr  Leu  Leu  Leu  Phe  Arg  Lys  Arg  Trp  Gln  Asn  Glu  Lys  Leu  Gly  Leu

                165                 170                 175

Asp  Ala  Gly  Asp  Glu  Tyr  Glu  Asp  Glu  Asn  Leu  Tyr  Glu  Gly  Leu  Asn

            180                 185                 190

Leu  Asp  Asp  Cys  Ser  Met  Tyr  Glu  Asp  Ile  Ser  Arg  Gly  Leu  Gln  Gly

        195                 200                 205

Thr  Tyr  Gln  Asp  Val  Gly  Ser  Leu  Asn  Ile  Gly  Asp  Val  Gln  Leu  Glu

    210                 215                 220

Lys  Pro

225

<210>  41

<211>  188

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(188)

<223>  CD79A激活结构域同种型2

<400>  41

Met  Pro  Gly  Gly  Pro  Gly  Val  Leu  Gln  Ala  Leu  Pro  Ala  Thr  Ile  Phe

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Phe  Leu  Leu  Ser  Ala  Val  Tyr  Leu  Gly  Pro  Gly  Cys  Gln  Ala

            20                  25                  30

Leu  Trp  Met  His  Lys  Val  Pro  Ala  Ser  Leu  Met  Val  Ser  Leu  Gly  Glu

        35                  40                  45

Asp  Ala  His  Phe  Gln  Cys  Pro  His  Asn  Ser  Ser  Asn  Asn  Ala  Asn  Val

    50                  55                  60

Thr  Trp  Trp  Arg  Val  Leu  His  Gly  Asn  Tyr  Thr  Trp  Pro  Pro  Glu  Phe

65                  70                  75                  80

Leu  Gly  Pro  Gly  Glu  Asp  Pro  Asn  Glu  Pro  Pro  Pro  Arg  Pro  Phe  Leu

                85                  90                  95
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Asp  Met  Gly  Glu  Gly  Thr  Lys  Asn  Arg  Ile  Ile  Thr  Ala  Glu  Gly  Ile

            100                 105                 110

Ile  Leu  Leu  Phe  Cys  Ala  Val  Val  Pro  Gly  Thr  Leu  Leu  Leu  Phe  Arg

        115                 120                 125

Lys  Arg  Trp  Gln  Asn  Glu  Lys  Leu  Gly  Leu  Asp  Ala  Gly  Asp  Glu  Tyr

    130                 135                 140

Glu  Asp  Glu  Asn  Leu  Tyr  Glu  Gly  Leu  Asn  Leu  Asp  Asp  Cys  Ser  Met

145                 150                 155                 160

Tyr  Glu  Asp  Ile  Ser  Arg  Gly  Leu  Gln  Gly  Thr  Tyr  Gln  Asp  Val  Gly

                165                 170                 175

Ser  Leu  Asn  Ile  Gly  Asp  Val  Gln  Leu  Glu  Lys  Pro

            180                 185

<210>  42

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD79A激活结构域同种型3

<400>  42

Glu  Asn  Leu  Tyr  Glu  Gly  Leu  Asn  Leu  Asp  Asp  Cys  Ser  Met  Tyr  Glu

1               5                   10                  15

Asp  Ile  Ser  Arg  Gly

            20

<210>  43

<211>  113

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(113)

<223>  DAP12激活结构域同种型1

<400>  43

Met  Gly  Gly  Leu  Glu  Pro  Cys  Ser  Arg  Leu  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Val  Ser  Gly  Leu  Arg  Pro  Val  Gln  Ala  Gln  Ala  Gln  Ser  Asp

            20                  25                  30

Cys  Ser  Cys  Ser  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Val  Leu  Ala  Gly  Ile  Val  Met
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        35                  40                  45

Gly  Asp  Leu  Val  Leu  Thr  Val  Leu  Ile  Ala  Leu  Ala  Val  Tyr  Phe  Leu

    50                  55                  60

Gly  Arg  Leu  Val  Pro  Arg  Gly  Arg  Gly  Ala  Ala  Glu  Ala  Ala  Thr  Arg

65                  70                  75                  80

Lys  Gln  Arg  Ile  Thr  Glu  Thr  Glu  Ser  Pro  Tyr  Gln  Glu  Leu  Gln  Gly

                85                  90                  95

Gln  Arg  Ser  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Leu  Asn  Thr  Gln  Arg  Pro  Tyr  Tyr

            100                 105                 110

Lys

<210>  44

<211>  107

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(107)

<223>  DAP12激活结构域同种型2

<400>  44

Met  Gly  Gly  Leu  Glu  Pro  Cys  Ser  Arg  Leu  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Val  Ser  Gly  Leu  Arg  Pro  Val  Gln  Ala  Gln  Ala  Gln  Ser  Asp

            20                  25                  30

Cys  Ser  Cys  Ser  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Val  Leu  Ala  Gly  Ile  Val  Met

        35                  40                  45

Gly  Asp  Leu  Val  Leu  Thr  Val  Leu  Ile  Ala  Leu  Ala  Val  Tyr  Phe  Leu

    50                  55                  60

Gly  Arg  Leu  Val  Pro  Arg  Gly  Arg  Gly  Ala  Ala  Glu  Ala  Thr  Arg  Lys

65                  70                  75                  80

Gln  Arg  Ile  Thr  Glu  Thr  Glu  Ser  Pro  Tyr  Gln  Glu  Leu  Gln  Gly  Gln

                85                  90                  95

Arg  Ser  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Leu  Asn  Thr  Gln

            100                 105

<210>  45

<211>  102

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature
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<222>  (1) ..(102)

<223>  DAP12激活结构域同种型3

<400>  45

Met  Gly  Gly  Leu  Glu  Pro  Cys  Ser  Arg  Leu  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Val  Ser  Asp  Cys  Ser  Cys  Ser  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Val  Leu

            20                  25                  30

Ala  Gly  Ile  Val  Met  Gly  Asp  Leu  Val  Leu  Thr  Val  Leu  Ile  Ala  Leu

        35                  40                  45

Ala  Val  Tyr  Phe  Leu  Gly  Arg  Leu  Val  Pro  Arg  Gly  Arg  Gly  Ala  Ala

    50                  55                  60

Glu  Ala  Ala  Thr  Arg  Lys  Gln  Arg  Ile  Thr  Glu  Thr  Glu  Ser  Pro  Tyr

65                  70                  75                  80

Gln  Glu  Leu  Gln  Gly  Gln  Arg  Ser  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Leu  Asn  Thr

                85                  90                  95

Gln  Arg  Pro  Tyr  Tyr  Lys

            100

<210>  46

<211>  101

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(101)

<223>  DAP12激活结构域同种型4

<400>  46

Met  Gly  Gly  Leu  Glu  Pro  Cys  Ser  Arg  Leu  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Ala  Val  Ser  Asp  Cys  Ser  Cys  Ser  Thr  Val  Ser  Pro  Gly  Val  Leu

            20                  25                  30

Ala  Gly  Ile  Val  Met  Gly  Asp  Leu  Val  Leu  Thr  Val  Leu  Ile  Ala  Leu

        35                  40                  45

Ala  Val  Tyr  Phe  Leu  Gly  Arg  Leu  Val  Pro  Arg  Gly  Arg  Gly  Ala  Ala

    50                  55                  60

Glu  Ala  Thr  Arg  Lys  Gln  Arg  Ile  Thr  Glu  Thr  Glu  Ser  Pro  Tyr  Gln

65                  70                  75                  80

Glu  Leu  Gln  Gly  Gln  Arg  Ser  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Leu  Asn  Thr  Gln

                85                  90                  95

Arg  Pro  Tyr  Tyr  Lys
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            100

<210>  47

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  DAP12激活结构域同种型5

<400>  47

Glu  Ser  Pro  Tyr  Gln  Glu  Leu  Gln  Gly  Gln  Arg  Ser  Asp  Val  Tyr  Ser

1               5                   10                  15

Asp  Leu  Asn  Thr  Gln

            20

<210>  48

<211>  86

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(86)

<223>  FCERlG激活结构域同种型1

<400>  48

Met  Ile  Pro  Ala  Val  Val  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Val  Glu  Gln  Ala

1               5                   10                  15

Ala  Ala  Leu  Gly  Glu  Pro  Gln  Leu  Cys  Tyr  Ile  Leu  Asp  Ala  Ile  Leu

            20                  25                  30

Phe  Leu  Tyr  Gly  Ile  Val  Leu  Thr  Leu  Leu  Tyr  Cys  Arg  Leu  Lys  Ile

        35                  40                  45

Gln  Val  Arg  Lys  Ala  Ala  Ile  Thr  Ser  Tyr  Glu  Lys  Ser  Asp  Gly  Val

    50                  55                  60

Tyr  Thr  Gly  Leu  Ser  Thr  Arg  Asn  Gln  Glu  Thr  Tyr  Glu  Thr  Leu  Lys

65                  70                  75                  80

His  Glu  Lys  Pro  Pro  Gln

                85

<210>  49

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）
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<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  FCERlG激活结构域同种型2

<400>  49

Asp  Gly  Val  Tyr  Thr  Gly  Leu  Ser  Thr  Arg  Asn  Gln  Glu  Thr  Tyr  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Leu  Lys  His  Glu

            20

<210>  50

<211>  20

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(20)

<223>  DAP10激活结构域

<400>  50

Arg  Pro  Arg  Arg  Ser  Pro  Ala  Gln  Asp  Gly  Lys  Val  Tyr  Ile  Asn  Met

1               5                   10                  15

Pro  Gly  Arg  Gly

            20

<210>  51

<211>  68

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(68)

<223>  CD28激活结构域

<400>  51

Phe  Trp  Val  Leu  Val  Val  Val  Gly  Gly  Val  Leu  Ala  Cys  Tyr  Ser  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Val  Thr  Val  Ala  Phe  Ile  Ile  Phe  Trp  Val  Arg  Ser  Lys  Arg  Ser

            20                  25                  30

Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr  Pro  Arg  Arg  Pro  Gly

        35                  40                  45

Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro  Pro  Arg  Asp  Phe  Ala

    50                  55                  60
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Ala  Tyr  Arg  Ser

65

<210>  52

<211>  619

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(619)

<223>  ZAP70激活结构域

<400>  52

Met  Pro  Asp  Pro  Ala  Ala  His  Leu  Pro  Phe  Phe  Tyr  Gly  Ser  Ile  Ser

1               5                   10                  15

Arg  Ala  Glu  Ala  Glu  Glu  His  Leu  Lys  Leu  Ala  Gly  Met  Ala  Asp  Gly

            20                  25                  30

Leu  Phe  Leu  Leu  Arg  Gln  Cys  Leu  Arg  Ser  Leu  Gly  Gly  Tyr  Val  Leu

        35                  40                  45

Ser  Leu  Val  His  Asp  Val  Arg  Phe  His  His  Phe  Pro  Ile  Glu  Arg  Gln

    50                  55                  60

Leu  Asn  Gly  Thr  Tyr  Ala  Ile  Ala  Gly  Gly  Lys  Ala  His  Cys  Gly  Pro

65                  70                  75                  80

Ala  Glu  Leu  Cys  Glu  Phe  Tyr  Ser  Arg  Asp  Pro  Asp  Gly  Leu  Pro  Cys

                85                  90                  95

Asn  Leu  Arg  Lys  Pro  Cys  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Leu  Glu  Pro  Gln  Pro

            100                 105                 110

Gly  Val  Phe  Asp  Cys  Leu  Arg  Asp  Ala  Met  Val  Arg  Asp  Tyr  Val  Arg

        115                 120                 125

Gln  Thr  Trp  Lys  Leu  Glu  Gly  Glu  Ala  Leu  Glu  Gln  Ala  Ile  Ile  Ser

    130                 135                 140

Gln  Ala  Pro  Gln  Val  Glu  Lys  Leu  Ile  Ala  Thr  Thr  Ala  His  Glu  Arg

145                 150                 155                 160

Met  Pro  Trp  Tyr  His  Ser  Ser  Leu  Thr  Arg  Glu  Glu  Ala  Glu  Arg  Lys

                165                 170                 175

Leu  Tyr  Ser  Gly  Ala  Gln  Thr  Asp  Gly  Lys  Phe  Leu  Leu  Arg  Pro  Arg

            180                 185                 190

Lys  Glu  Gln  Gly  Thr  Tyr  Ala  Leu  Ser  Leu  Ile  Tyr  Gly  Lys  Thr  Val

        195                 200                 205

Tyr  His  Tyr  Leu  Ile  Ser  Gln  Asp  Lys  Ala  Gly  Lys  Tyr  Cys  Ile  Pro

    210                 215                 220
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Glu  Gly  Thr  Lys  Phe  Asp  Thr  Leu  Trp  Gln  Leu  Val  Glu  Tyr  Leu  Lys

225                 230                 235                 240

Leu  Lys  Ala  Asp  Gly  Leu  Ile  Tyr  Cys  Leu  Lys  Glu  Ala  Cys  Pro  Asn

                245                 250                 255

Ser  Ser  Ala  Ser  Asn  Ala  Ser  Gly  Ala  Ala  Ala  Pro  Thr  Leu  Pro  Ala

            260                 265                 270

His  Pro  Ser  Thr  Leu  Thr  His  Pro  Gln  Arg  Arg  Ile  Asp  Thr  Leu  Asn

        275                 280                 285

Ser  Asp  Gly  Tyr  Thr  Pro  Glu  Pro  Ala  Arg  Ile  Thr  Ser  Pro  Asp  Lys

    290                 295                 300

Pro  Arg  Pro  Met  Pro  Met  Asp  Thr  Ser  Val  Tyr  Glu  Ser  Pro  Tyr  Ser

305                 310                 315                 320

Asp  Pro  Glu  Glu  Leu  Lys  Asp  Lys  Lys  Leu  Phe  Leu  Lys  Arg  Asp  Asn

                325                 330                 335

Leu  Leu  Ile  Ala  Asp  Ile  Glu  Leu  Gly  Cys  Gly  Asn  Phe  Gly  Ser  Val

            340                 345                 350

Arg  Gln  Gly  Val  Tyr  Arg  Met  Arg  Lys  Lys  Gln  Ile  Asp  Val  Ala  Ile

        355                 360                 365

Lys  Val  Leu  Lys  Gln  Gly  Thr  Glu  Lys  Ala  Asp  Thr  Glu  Glu  Met  Met

    370                 375                 380

Arg  Glu  Ala  Gln  Ile  Met  His  Gln  Leu  Asp  Asn  Pro  Tyr  Ile  Val  Arg

385                 390                 395                 400

Leu  Ile  Gly  Val  Cys  Gln  Ala  Glu  Ala  Leu  Met  Leu  Val  Met  Glu  Met

                405                 410                 415

Ala  Gly  Gly  Gly  Pro  Leu  His  Lys  Phe  Leu  Val  Gly  Lys  Arg  Glu  Glu

            420                 425                 430

Ile  Pro  Val  Ser  Asn  Val  Ala  Glu  Leu  Leu  His  Gln  Val  Ser  Met  Gly

        435                 440                 445

Met  Lys  Tyr  Leu  Glu  Glu  Lys  Asn  Phe  Val  His  Arg  Asp  Leu  Ala  Ala

    450                 455                 460

Arg  Asn  Val  Leu  Leu  Val  Asn  Arg  His  Tyr  Ala  Lys  Ile  Ser  Asp  Phe

465                 470                 475                 480

Gly  Leu  Ser  Lys  Ala  Leu  Gly  Ala  Asp  Asp  Ser  Tyr  Tyr  Thr  Ala  Arg

                485                 490                 495

Ser  Ala  Gly  Lys  Trp  Pro  Leu  Lys  Trp  Tyr  Ala  Pro  Glu  Cys  Ile  Asn

            500                 505                 510

Phe  Arg  Lys  Phe  Ser  Ser  Arg  Ser  Asp  Val  Trp  Ser  Tyr  Gly  Val  Thr

        515                 520                 525

Met  Trp  Glu  Ala  Leu  Ser  Tyr  Gly  Gln  Lys  Pro  Tyr  Lys  Lys  Met  Lys
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    530                 535                 540

Gly  Pro  Glu  Val  Met  Ala  Phe  Ile  Glu  Gln  Gly  Lys  Arg  Met  Glu  Cys

545                 550                 555                 560

Pro  Pro  Glu  Cys  Pro  Pro  Glu  Leu  Tyr  Ala  Leu  Met  Ser  Asp  Cys  Trp

                565                 570                 575

Ile  Tyr  Lys  Trp  Glu  Asp  Arg  Pro  Asp  Phe  Leu  Thr  Val  Glu  Gln  Arg

            580                 585                 590

Met  Arg  Ala  Cys  Tyr  Tyr  Ser  Leu  Ala  Ser  Lys  Val  Glu  Gly  Pro  Pro

        595                 600                 605

Gly  Ser  Thr  Gln  Lys  Ala  Glu  Ala  Ala  Cys  Ala

    610                 615

<210>  53

<211>  42

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(42)

<223>  CD137共刺激结构域

<400>  53

Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Lys  Leu  Leu  Tyr  Ile  Phe  Lys  Gln  Pro  Phe  Met

1               5                   10                  15

Arg  Pro  Val  Gln  Thr  Thr  Gln  Glu  Glu  Asp  Gly  Cys  Ser  Cys  Arg  Phe

            20                  25                  30

Pro  Glu  Glu  Glu  Glu  Gly  Gly  Cys  Glu  Leu

        35                  40

<210>  54

<211>  41

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(41)

<223>  CD28共刺激结构域

<400>  54

Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

1               5                   10                  15

Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Pro  Tyr  Ala  Pro

            20                  25                  30
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Pro  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

        35                  40

<210>  55

<211>  41

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(41)

<223>  共刺激结构域

<400>  55

Arg  Ser  Lys  Arg  Ser  Arg  Leu  Leu  His  Ser  Asp  Tyr  Met  Asn  Met  Thr

1               5                   10                  15

Pro  Arg  Arg  Pro  Gly  Pro  Thr  Arg  Lys  His  Tyr  Gln  Ala  Tyr  Ala  Ala

            20                  25                  30

Ala  Arg  Asp  Phe  Ala  Ala  Tyr  Arg  Ser

        35                  40

<210>  56

<211>  35

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(35)

<223>  ICOS共刺激结构域

<400>  56

Thr  Lys  Lys  Lys  Tyr  Ser  Ser  Ser  Val  His  Asp  Pro  Asn  Gly  Glu  Tyr

1               5                   10                  15

Met  Phe  Met  Arg  Ala  Val  Asn  Thr  Ala  Lys  Lys  Ser  Arg  Leu  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Thr  Leu

        35

<210>  57

<211>  37

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(37)
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<223>  OX40共刺激结构域

<400>  57

Arg  Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His  Lys  Pro  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln  Ala  Asp  Ala  His  Ser

            20                  25                  30

Thr  Leu  Ala  Lys  Ile

        35

<210>  58

<211>  49

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(49)

<223>  CD27共刺激结构域

<400>  58

His  Gln  Arg  Arg  Lys  Tyr  Arg  Ser  Asn  Lys  Gly  Glu  Ser  Pro  Val  Glu

1               5                   10                  15

Pro  Ala  Glu  Pro  Cys  Arg  Tyr  Ser  Cys  Pro  Arg  Glu  Glu  Glu  Gly  Ser

            20                  25                  30

Thr  Ile  Pro  Ile  Gln  Glu  Asp  Tyr  Arg  Lys  Pro  Glu  Pro  Ala  Cys  Ser

        35                  40                  45

Pro

<210>  59

<211>  114

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(114)

<223>  BLTA共刺激结构域

<400>  59

Cys  Cys  Leu  Arg  Arg  His  Gln  Gly  Lys  Gln  Asn  Glu  Leu  Ser  Asp  Thr

1               5                   10                  15

Ala  Gly  Arg  Glu  Ile  Asn  Leu  Val  Asp  Ala  His  Leu  Lys  Ser  Glu  Gln

            20                  25                  30

Thr  Glu  Ala  Ser  Thr  Arg  Gln  Asn  Ser  Gln  Val  Leu  Leu  Ser  Glu  Thr

        35                  40                  45
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Gly  Ile  Tyr  Asp  Asn  Asp  Pro  Asp  Leu  Cys  Phe  Arg  Met  Gln  Glu  Gly

    50                  55                  60

Ser  Glu  Val  Tyr  Ser  Asn  Pro  Cys  Leu  Glu  Glu  Asn  Lys  Pro  Gly  Ile

65                  70                  75                  80

Val  Tyr  Ala  Ser  Leu  Asn  His  Ser  Val  Ile  Gly  Pro  Asn  Ser  Arg  Leu

                85                  90                  95

Ala  Arg  Asn  Val  Lys  Glu  Ala  Pro  Thr  Glu  Tyr  Ala  Ser  Ile  Cys  Val

            100                 105                 110

Arg  Ser

<210>  60

<211>  187

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(187)

<223>  CD30共刺激结构域

<400>  60

Arg  Arg  Ala  Cys  Arg  Lys  Arg  Ile  Arg  Gln  Lys  Leu  His  Leu  Cys  Tyr

1               5                   10                  15

Pro  Val  Gln  Thr  Ser  Gln  Pro  Lys  Leu  Glu  Leu  Val  Asp  Ser  Arg  Pro

            20                  25                  30

Arg  Arg  Ser  Ser  Thr  Gln  Leu  Arg  Ser  Gly  Ala  Ser  Val  Thr  Glu  Pro

        35                  40                  45

Val  Ala  Glu  Glu  Arg  Gly  Leu  Met  Ser  Gln  Pro  Leu  Met  Glu  Thr  Cys

    50                  55                  60

His  Ser  Val  Gly  Ala  Ala  Tyr  Leu  Glu  Ser  Leu  Pro  Leu  Gln  Asp  Ala

65                  70                  75                  80

Ser  Pro  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Ser  Pro  Arg  Asp  Leu  Pro  Glu  Pro  Arg

                85                  90                  95

Val  Ser  Thr  Glu  His  Thr  Asn  Asn  Lys  Ile  Glu  Lys  Ile  Tyr  Ile  Met

            100                 105                 110

Lys  Ala  Asp  Thr  Val  Ile  Val  Gly  Thr  Val  Lys  Ala  Glu  Leu  Pro  Glu

        115                 120                 125

Gly  Arg  Gly  Leu  Ala  Gly  Pro  Ala  Glu  Pro  Glu  Leu  Glu  Glu  Glu  Leu

    130                 135                 140

Glu  Ala  Asp  His  Thr  Pro  His  Tyr  Pro  Glu  Gln  Glu  Thr  Glu  Pro  Pro

145                 150                 155                 160

Leu  Gly  Ser  Cys  Ser  Asp  Val  Met  Leu  Ser  Val  Glu  Glu  Glu  Gly  Lys
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                165                 170                 175

Glu  Asp  Pro  Leu  Pro  Thr  Ala  Ala  Ser  Gly  Lys

            180                 185

<210>  61

<211>  54

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(54)

<223>  GITR共刺激结构域

<400>  61

His  Ile  Trp  Gln  Leu  Arg  Ser  Gln  Cys  Met  Trp  Pro  Arg  Glu  Thr  Gln

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Leu  Glu  Val  Pro  Pro  Ser  Thr  Glu  Asp  Ala  Arg  Ser  Cys  Gln

            20                  25                  30

Phe  Pro  Glu  Glu  Glu  Arg  Gly  Glu  Arg  Ser  Ala  Glu  Glu  Lys  Gly  Arg

        35                  40                  45

Leu  Gly  Asp  Leu  Trp  Val

    50

<210>  62

<211>  60

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(60)

<223>  HVEM共刺激结构域

<400>  62

Cys  Val  Lys  Arg  Arg  Lys  Pro  Arg  Gly  Asp  Val  Val  Lys  Val  Ile  Val

1               5                   10                  15

Ser  Val  Gln  Arg  Lys  Arg  Gln  Glu  Ala  Glu  Gly  Glu  Ala  Thr  Val  Ile

            20                  25                  30

Glu  Ala  Leu  Gln  Ala  Pro  Pro  Asp  Val  Thr  Thr  Val  Ala  Val  Glu  Glu

        35                  40                  45

Thr  Ile  Pro  Ser  Phe  Thr  Gly  Arg  Ser  Pro  Asn  His

    50                  55                  60

<210>  63

<211>  15
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<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子A

<400>  63

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15

<210>  64

<211>  30

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子B

<400>  64

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            20                  25                  30

<210>  65

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  65

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10

<210>  66

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  66

Gly  Gly  Ser  Gly

1

<210>  67

<211>  5

<212>  PRT
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  67

Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

1               5

<210>  68

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  68

Gly  Ser  Gly  Ser  Gly

1               5

<210>  69

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  69

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

1               5

<210>  70

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  70

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5

<210>  71

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子
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<400>  71

Gly  Ser  Ser  Ser  Gly

1               5

<210>  72

<211>  21

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(21)

<223>  CD8信号肽

<400>  72

Met  Ala  Leu  Pro  Val  Thr  Ala  Leu  Leu  Leu  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Leu

1               5                   10                  15

His  Ala  Ala  Arg  Pro

            20

<210>  73

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HA表位

<400>  73

Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala

1               5

<210>  74

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：FLAG表位

<400>  74

Asp  Tyr  Lys  Asp  Asp  Asp  Asp  Lys

1               5

<210>  75

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

序　列　表 32/179 页

132

CN 115485293 A

132



<223> 合成：c‑myc表位

<400>  75

Glu  Gln  Lys  Leu  Ile  Ser  Glu  Glu  Asp  Leu

1               5                   10

<210>  76

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：His5亲和力

<400>  76

His  His  His  His  His

1               5

<210>  77

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HisX6亲和力

<400>  77

His  His  His  His  His  His

1               5

<210>  78

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Strep标签亲和力

<400>  78

Trp  Ser  His  Pro  Gln  Phe  Glu  Lys

1               5

<210>  79

<211>  5

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：亲和力标签

<400>  79

Arg  Tyr  Ile  Arg  Ser
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1               5

<210>  80

<211>  4

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：亲和力标签

<400>  80

Phe  His  His  Thr

1

<210>  81

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：亲和力标签

<400>  81

Trp  Glu  Ala  Ala  Ala  Arg  Glu  Ala  Cys  Cys  Arg  Glu  Cys  Cys  Ala  Arg

1               5                   10                  15

Ala

<210>  82

<211>  357

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(357)

<223>  EGFR截短

<400>  82

Met  Leu  Leu  Leu  Val  Thr  Ser  Leu  Leu  Leu  Cys  Glu  Leu  Pro  His  Pro

1               5                   10                  15

Ala  Phe  Leu  Leu  Ile  Pro  Arg  Lys  Val  Cys  Asn  Gly  Ile  Gly  Ile  Gly

            20                  25                  30

Glu  Phe  Lys  Asp  Ser  Leu  Ser  Ile  Asn  Ala  Thr  Asn  Ile  Lys  His  Phe

        35                  40                  45

Lys  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile  Ser  Gly  Asp  Leu  His  Ile  Leu  Pro  Val  Ala

    50                  55                  60

Phe  Arg  Gly  Asp  Ser  Phe  Thr  His  Thr  Pro  Pro  Leu  Asp  Pro  Gln  Glu

65                  70                  75                  80
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Leu  Asp  Ile  Leu  Lys  Thr  Val  Lys  Glu  Ile  Thr  Gly  Phe  Leu  Leu  Ile

                85                  90                  95

Gln  Ala  Trp  Pro  Glu  Asn  Arg  Thr  Asp  Leu  His  Ala  Phe  Glu  Asn  Leu

            100                 105                 110

Glu  Ile  Ile  Arg  Gly  Arg  Thr  Lys  Gln  His  Gly  Gln  Phe  Ser  Leu  Ala

        115                 120                 125

Val  Val  Ser  Leu  Asn  Ile  Thr  Ser  Leu  Gly  Leu  Arg  Ser  Leu  Lys  Glu

    130                 135                 140

Ile  Ser  Asp  Gly  Asp  Val  Ile  Ile  Ser  Gly  Asn  Lys  Asn  Leu  Cys  Tyr

145                 150                 155                 160

Ala  Asn  Thr  Ile  Asn  Trp  Lys  Lys  Leu  Phe  Gly  Thr  Ser  Gly  Gln  Lys

                165                 170                 175

Thr  Lys  Ile  Ile  Ser  Asn  Arg  Gly  Glu  Asn  Ser  Cys  Lys  Ala  Thr  Gly

            180                 185                 190

Gln  Val  Cys  His  Ala  Leu  Cys  Ser  Pro  Glu  Gly  Cys  Trp  Gly  Pro  Glu

        195                 200                 205

Pro  Arg  Asp  Cys  Val  Ser  Cys  Arg  Asn  Val  Ser  Arg  Gly  Arg  Glu  Cys

    210                 215                 220

Val  Asp  Lys  Cys  Asn  Leu  Leu  Glu  Gly  Glu  Pro  Arg  Glu  Phe  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Asn  Ser  Glu  Cys  Ile  Gln  Cys  His  Pro  Glu  Cys  Leu  Pro  Gln  Ala  Met

                245                 250                 255

Asn  Ile  Thr  Cys  Thr  Gly  Arg  Gly  Pro  Asp  Asn  Cys  Ile  Gln  Cys  Ala

            260                 265                 270

His  Tyr  Ile  Asp  Gly  Pro  His  Cys  Val  Lys  Thr  Cys  Pro  Ala  Gly  Val

        275                 280                 285

Met  Gly  Glu  Asn  Asn  Thr  Leu  Val  Trp  Lys  Tyr  Ala  Asp  Ala  Gly  His

    290                 295                 300

Val  Cys  His  Leu  Cys  His  Pro  Asn  Cys  Thr  Tyr  Gly  Cys  Thr  Gly  Pro

305                 310                 315                 320

Gly  Leu  Glu  Gly  Cys  Pro  Thr  Asn  Gly  Pro  Lys  Ile  Pro  Ser  Ile  Ala

                325                 330                 335

Thr  Gly  Met  Val  Gly  Ala  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Val  Val  Ala  Leu  Gly

            340                 345                 350

Ile  Gly  Leu  Phe  Met

        355

<210>  83

<211>  21

<212>  PRT
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：切割信号

<400>  83

Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Arg  Gly  Ser  Leu  Leu  Thr  Cys  Gly  Asp  Val  Glu

1               5                   10                  15

Glu  Asn  Pro  Gly  Pro

            20

<210>  84

<211>  42

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：OX40共刺激结构域

<400>  84

Ala  Leu  Tyr  Leu  Leu  Arg  Arg  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Pro  Asp  Ala  His

1               5                   10                  15

Lys  Pro  Pro  Gly  Gly  Gly  Ser  Phe  Arg  Thr  Pro  Ile  Gln  Glu  Glu  Gln

            20                  25                  30

Ala  Asp  Ala  His  Ser  Thr  Leu  Ala  Lys  Ile

        35                  40

<210>  85

<211>  511

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VSV‑G包膜蛋白

<400>  85

Met  Lys  Cys  Leu  Leu  Tyr  Leu  Ala  Phe  Leu  Phe  Ile  Gly  Val  Asn  Cys

1               5                   10                  15

Lys  Phe  Thr  Ile  Val  Phe  Pro  His  Asn  Gln  Lys  Gly  Asn  Trp  Lys  Asn

            20                  25                  30

Val  Pro  Ser  Asn  Tyr  His  Tyr  Cys  Pro  Ser  Ser  Ser  Asp  Leu  Asn  Trp

        35                  40                  45

His  Asn  Asp  Leu  Ile  Gly  Thr  Ala  Leu  Gln  Val  Lys  Met  Pro  Lys  Ser

    50                  55                  60

His  Lys  Ala  Ile  Gln  Ala  Asp  Gly  Trp  Met  Cys  His  Ala  Ser  Lys  Trp

65                  70                  75                  80

Val  Thr  Thr  Cys  Asp  Phe  Arg  Trp  Tyr  Gly  Pro  Lys  Tyr  Ile  Thr  His
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                85                  90                  95

Ser  Ile  Arg  Ser  Phe  Thr  Pro  Ser  Val  Glu  Gln  Cys  Lys  Glu  Ser  Ile

            100                 105                 110

Glu  Gln  Thr  Lys  Gln  Gly  Thr  Trp  Leu  Asn  Pro  Gly  Phe  Pro  Pro  Gln

        115                 120                 125

Ser  Cys  Gly  Tyr  Ala  Thr  Val  Thr  Asp  Ala  Glu  Ala  Val  Ile  Val  Gln

    130                 135                 140

Val  Thr  Pro  His  His  Val  Leu  Val  Asp  Glu  Tyr  Thr  Gly  Glu  Trp  Val

145                 150                 155                 160

Asp  Ser  Gln  Phe  Ile  Asn  Gly  Lys  Cys  Ser  Asn  Tyr  Ile  Cys  Pro  Thr

                165                 170                 175

Val  His  Asn  Ser  Thr  Thr  Trp  His  Ser  Asp  Tyr  Lys  Val  Lys  Gly  Leu

            180                 185                 190

Cys  Asp  Ser  Asn  Leu  Ile  Ser  Met  Asp  Ile  Thr  Phe  Phe  Ser  Glu  Asp

        195                 200                 205

Gly  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Gly  Lys  Glu  Gly  Thr  Gly  Phe  Arg  Ser  Asn

    210                 215                 220

Tyr  Phe  Ala  Tyr  Glu  Thr  Gly  Gly  Lys  Ala  Cys  Lys  Met  Gln  Tyr  Cys

225                 230                 235                 240

Lys  His  Trp  Gly  Val  Arg  Leu  Pro  Ser  Gly  Val  Trp  Phe  Glu  Met  Ala

                245                 250                 255

Asp  Lys  Asp  Leu  Phe  Ala  Ala  Ala  Arg  Phe  Pro  Glu  Cys  Pro  Glu  Gly

            260                 265                 270

Ser  Ser  Ile  Ser  Ala  Pro  Ser  Gln  Thr  Ser  Val  Asp  Val  Ser  Leu  Ile

        275                 280                 285

Gln  Asp  Val  Glu  Arg  Ile  Leu  Asp  Tyr  Ser  Leu  Cys  Gln  Glu  Thr  Trp

    290                 295                 300

Ser  Lys  Ile  Arg  Ala  Gly  Leu  Pro  Ile  Ser  Pro  Val  Asp  Leu  Ser  Tyr

305                 310                 315                 320

Leu  Ala  Pro  Lys  Asn  Pro  Gly  Thr  Gly  Pro  Ala  Phe  Thr  Ile  Ile  Asn

                325                 330                 335

Gly  Thr  Leu  Lys  Tyr  Phe  Glu  Thr  Arg  Tyr  Ile  Arg  Val  Asp  Ile  Ala

            340                 345                 350

Ala  Pro  Ile  Leu  Ser  Arg  Met  Val  Gly  Met  Ile  Ser  Gly  Thr  Thr  Thr

        355                 360                 365

Glu  Arg  Glu  Leu  Trp  Asp  Asp  Trp  Ala  Pro  Tyr  Glu  Asp  Val  Glu  Ile

    370                 375                 380

Gly  Pro  Asn  Gly  Val  Leu  Arg  Thr  Ser  Ser  Gly  Tyr  Lys  Phe  Pro  Leu

385                 390                 395                 400
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Tyr  Met  Ile  Gly  His  Gly  Met  Leu  Asp  Ser  Asp  Leu  His  Leu  Ser  Ser

                405                 410                 415

Lys  Ala  Gln  Val  Phe  Glu  His  Pro  His  Ile  Gln  Asp  Ala  Ala  Ser  Gln

            420                 425                 430

Leu  Pro  Asp  Asp  Glu  Ser  Leu  Phe  Phe  Gly  Asp  Thr  Gly  Leu  Ser  Lys

        435                 440                 445

Asn  Pro  Ile  Glu  Leu  Val  Glu  Gly  Trp  Phe  Ser  Ser  Trp  Lys  Ser  Ser

    450                 455                 460

Ile  Ala  Ser  Phe  Phe  Phe  Ile  Ile  Gly  Leu  Ile  Ile  Gly  Leu  Phe  Leu

465                 470                 475                 480

Val  Leu  Arg  Val  Gly  Ile  His  Leu  Cys  Ile  Lys  Leu  Lys  His  Thr  Lys

                485                 490                 495

Lys  Arg  Gln  Ile  Tyr  Thr  Asp  Ile  Glu  Met  Asn  Arg  Leu  Gly  Lys

            500                 505                 510

<210>  86

<211>  563

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：狒狒逆转录病毒包膜糖蛋白

<400>  86

Met  Gly  Phe  Thr  Thr  Lys  Ile  Ile  Phe  Leu  Tyr  Asn  Leu  Val  Leu  Val

1               5                   10                  15

Tyr  Ala  Gly  Phe  Asp  Asp  Pro  Arg  Lys  Ala  Ile  Glu  Leu  Val  Gln  Lys

            20                  25                  30

Arg  Tyr  Gly  Arg  Pro  Cys  Asp  Cys  Ser  Gly  Gly  Gln  Val  Ser  Glu  Pro

        35                  40                  45

Pro  Ser  Asp  Arg  Val  Ser  Gln  Val  Thr  Cys  Ser  Gly  Lys  Thr  Ala  Tyr

    50                  55                  60

Leu  Met  Pro  Asp  Gln  Arg  Trp  Lys  Cys  Lys  Ser  Ile  Pro  Lys  Asp  Thr

65                  70                  75                  80

Ser  Pro  Ser  Gly  Pro  Leu  Gln  Glu  Cys  Pro  Cys  Asn  Ser  Tyr  Gln  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  His  Ser  Ser  Cys  Tyr  Thr  Ser  Tyr  Gln  Gln  Cys  Arg  Ser  Gly

            100                 105                 110

Asn  Lys  Thr  Tyr  Tyr  Thr  Ala  Thr  Leu  Leu  Lys  Thr  Gln  Thr  Gly  Gly

        115                 120                 125

Thr  Ser  Asp  Val  Gln  Val  Leu  Gly  Ser  Thr  Asn  Lys  Leu  Ile  Gln  Ser

    130                 135                 140
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Pro  Cys  Asn  Gly  Ile  Lys  Gly  Gln  Ser  Ile  Cys  Trp  Ser  Thr  Thr  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ile  His  Val  Ser  Asp  Gly  Gly  Gly  Pro  Leu  Asp  Thr  Thr  Arg  Ile

                165                 170                 175

Lys  Ser  Val  Gln  Arg  Lys  Leu  Glu  Glu  Ile  His  Lys  Ala  Leu  Tyr  Pro

            180                 185                 190

Glu  Leu  Gln  Tyr  His  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Lys  Val  Arg  Asp  Asn  Leu

        195                 200                 205

Met  Val  Asp  Ala  Gln  Thr  Leu  Asn  Ile  Leu  Asn  Ala  Thr  Tyr  Asn  Leu

    210                 215                 220

Leu  Leu  Met  Ser  Asn  Thr  Ser  Leu  Val  Asp  Asp  Cys  Trp  Leu  Cys  Leu

225                 230                 235                 240

Lys  Leu  Gly  Pro  Pro  Thr  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Asn  Phe  Leu  Leu  Ser

                245                 250                 255

Tyr  Val  Thr  Arg  Ser  Ser  Asp  Asn  Ile  Ser  Cys  Leu  Ile  Ile  Pro  Pro

            260                 265                 270

Leu  Leu  Val  Gln  Pro  Met  Gln  Phe  Ser  Asn  Ser  Ser  Cys  Leu  Phe  Ser

        275                 280                 285

Pro  Ser  Tyr  Asn  Ser  Thr  Glu  Glu  Ile  Asp  Leu  Gly  His  Val  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ser  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile  Thr  Asn  Val  Thr  Gly  Pro  Ile  Cys  Ala  Val

305                 310                 315                 320

Asn  Gly  Ser  Val  Phe  Leu  Cys  Gly  Asn  Asn  Met  Ala  Tyr  Thr  Tyr  Leu

                325                 330                 335

Pro  Thr  Asn  Trp  Thr  Gly  Leu  Cys  Val  Leu  Ala  Thr  Leu  Leu  Pro  Asp

            340                 345                 350

Ile  Asp  Ile  Ile  Pro  Gly  Asp  Glu  Pro  Val  Pro  Ile  Pro  Ala  Ile  Asp

        355                 360                 365

His  Phe  Ile  Tyr  Arg  Pro  Lys  Arg  Ala  Ile  Gln  Phe  Ile  Pro  Leu  Leu

    370                 375                 380

Ala  Gly  Leu  Gly  Ile  Thr  Ala  Ala  Phe  Thr  Thr  Gly  Ala  Thr  Gly  Leu

385                 390                 395                 400

Gly  Val  Ser  Val  Thr  Gln  Tyr  Thr  Lys  Leu  Ser  Asn  Gln  Leu  Ile  Ser

                405                 410                 415

Asp  Val  Gln  Ile  Leu  Ser  Ser  Thr  Ile  Gln  Asp  Leu  Gln  Asp  Gln  Val

            420                 425                 430

Asp  Ser  Leu  Ala  Glu  Val  Val  Leu  Gln  Asn  Arg  Arg  Gly  Leu  Asp  Leu

        435                 440                 445

Leu  Thr  Ala  Glu  Gln  Gly  Gly  Ile  Cys  Leu  Ala  Leu  Gln  Glu  Lys  Cys
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    450                 455                 460

Cys  Phe  Tyr  Val  Asn  Lys  Ser  Gly  Ile  Val  Arg  Asp  Lys  Ile  Lys  Thr

465                 470                 475                 480

Leu  Gln  Glu  Glu  Leu  Glu  Arg  Arg  Arg  Lys  Asp  Leu  Ala  Ser  Asn  Pro

                485                 490                 495

Leu  Trp  Thr  Gly  Leu  Gln  Gly  Leu  Leu  Pro  Tyr  Leu  Leu  Pro  Phe  Leu

            500                 505                 510

Gly  Pro  Leu  Leu  Thr  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Thr  Ile  Gly  Pro  Cys  Ile

        515                 520                 525

Phe  Asn  Arg  Leu  Thr  Ala  Phe  Ile  Asn  Asp  Lys  Leu  Asn  Ile  Ile  His

    530                 535                 540

Ala  Met  Val  Leu  Thr  Gln  Gln  Tyr  Gln  Val  Leu  Arg  Thr  Asp  Glu  Glu

545                 550                 555                 560

Ala  Gln  Asp

<210>  87

<211>  654

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：MuLV包膜蛋白

<400>  87

Met  Ala  Arg  Ser  Thr  Leu  Ser  Lys  Pro  Pro  Gln  Asp  Lys  Ile  Asn  Pro

1               5                   10                  15

Trp  Lys  Pro  Leu  Ile  Val  Met  Gly  Val  Leu  Leu  Gly  Val  Gly  Met  Ala

            20                  25                  30

Glu  Ser  Pro  His  Gln  Val  Phe  Asn  Val  Thr  Trp  Arg  Val  Thr  Asn  Leu

        35                  40                  45

Met  Thr  Gly  Arg  Thr  Ala  Asn  Ala  Thr  Ser  Leu  Leu  Gly  Thr  Val  Gln

    50                  55                  60

Asp  Ala  Phe  Pro  Lys  Leu  Tyr  Phe  Asp  Leu  Cys  Asp  Leu  Val  Gly  Glu

65                  70                  75                  80

Glu  Trp  Asp  Pro  Ser  Asp  Gln  Glu  Pro  Tyr  Val  Gly  Tyr  Gly  Cys  Lys

                85                  90                  95

Tyr  Pro  Ala  Gly  Arg  Gln  Arg  Thr  Arg  Thr  Phe  Asp  Phe  Tyr  Val  Cys

            100                 105                 110

Pro  Gly  His  Thr  Val  Lys  Ser  Gly  Cys  Gly  Gly  Pro  Gly  Glu  Gly  Tyr

        115                 120                 125

Cys  Gly  Lys  Trp  Gly  Cys  Glu  Thr  Thr  Gly  Gln  Ala  Tyr  Trp  Lys  Pro

    130                 135                 140
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Thr  Ser  Ser  Trp  Asp  Leu  Ile  Ser  Leu  Lys  Arg  Gly  Asn  Thr  Pro  Trp

145                 150                 155                 160

Asp  Thr  Gly  Cys  Ser  Lys  Val  Ala  Cys  Gly  Pro  Cys  Tyr  Asp  Leu  Ser

                165                 170                 175

Lys  Val  Ser  Asn  Ser  Phe  Gln  Gly  Ala  Thr  Arg  Gly  Gly  Arg  Cys  Asn

            180                 185                 190

Pro  Leu  Val  Leu  Glu  Phe  Thr  Asp  Ala  Gly  Lys  Lys  Ala  Asn  Trp  Asp

        195                 200                 205

Gly  Pro  Lys  Ser  Trp  Gly  Leu  Arg  Leu  Tyr  Arg  Thr  Gly  Thr  Asp  Pro

    210                 215                 220

Ile  Thr  Met  Phe  Ser  Leu  Thr  Arg  Gln  Val  Leu  Asn  Val  Gly  Pro  Arg

225                 230                 235                 240

Val  Pro  Ile  Gly  Pro  Asn  Pro  Val  Leu  Pro  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Ser

                245                 250                 255

Ser  Pro  Ile  Glu  Ile  Val  Pro  Ala  Pro  Gln  Pro  Pro  Ser  Pro  Leu  Asn

            260                 265                 270

Thr  Ser  Tyr  Pro  Pro  Ser  Thr  Thr  Ser  Thr  Pro  Ser  Thr  Ser  Pro  Thr

        275                 280                 285

Ser  Pro  Ser  Val  Pro  Gln  Pro  Pro  Pro  Gly  Thr  Gly  Asp  Arg  Leu  Leu

    290                 295                 300

Ala  Leu  Val  Lys  Gly  Ala  Tyr  Gln  Ala  Leu  Asn  Leu  Thr  Asn  Pro  Asp

305                 310                 315                 320

Lys  Thr  Gln  Glu  Cys  Trp  Leu  Cys  Leu  Val  Ser  Gly  Pro  Pro  Tyr  Tyr

                325                 330                 335

Glu  Gly  Val  Ala  Val  Val  Gly  Thr  Tyr  Thr  Asn  His  Ser  Thr  Ala  Pro

            340                 345                 350

Ala  Asn  Cys  Thr  Ala  Thr  Ser  Gln  His  Lys  Leu  Thr  Leu  Ser  Glu  Val

        355                 360                 365

Thr  Gly  Gln  Gly  Leu  Cys  Met  Gly  Ala  Val  Pro  Lys  Thr  His  Gln  Ala

    370                 375                 380

Leu  Cys  Asn  Thr  Thr  Gln  Ser  Ala  Gly  Ser  Gly  Ser  Tyr  Tyr  Leu  Ala

385                 390                 395                 400

Ala  Pro  Ala  Gly  Thr  Met  Trp  Ala  Cys  Ser  Thr  Gly  Leu  Thr  Pro  Cys

                405                 410                 415

Leu  Ser  Thr  Thr  Val  Leu  Asn  Leu  Thr  Thr  Asp  Tyr  Cys  Val  Leu  Val

            420                 425                 430

Glu  Leu  Trp  Pro  Arg  Val  Ile  Tyr  His  Ser  Pro  Asp  Tyr  Met  Tyr  Gly

        435                 440                 445

Gln  Leu  Glu  Gln  Arg  Thr  Lys  Tyr  Lys  Arg  Glu  Pro  Val  Ser  Leu  Thr
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    450                 455                 460

Leu  Ala  Leu  Leu  Leu  Gly  Gly  Leu  Thr  Met  Gly  Gly  Ile  Ala  Ala  Gly

465                 470                 475                 480

Ile  Gly  Thr  Gly  Thr  Thr  Ala  Leu  Ile  Lys  Thr  Gln  Gln  Phe  Glu  Gln

                485                 490                 495

Leu  His  Ala  Ala  Ile  Gln  Thr  Asp  Leu  Asn  Glu  Val  Glu  Lys  Ser  Ile

            500                 505                 510

Thr  Asn  Leu  Glu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Leu  Ser  Glu  Val  Val  Leu  Gln

        515                 520                 525

Asn  Arg  Arg  Gly  Leu  Asp  Leu  Leu  Phe  Leu  Lys  Glu  Gly  Gly  Leu  Cys

    530                 535                 540

Ala  Ala  Leu  Lys  Glu  Glu  Cys  Cys  Phe  Tyr  Ala  Asp  His  Thr  Gly  Leu

545                 550                 555                 560

Val  Arg  Asp  Ser  Met  Ala  Lys  Leu  Arg  Glu  Arg  Leu  Asn  Gln  Arg  Gln

                565                 570                 575

Lys  Leu  Phe  Glu  Thr  Gly  Gln  Gly  Trp  Phe  Glu  Gly  Leu  Phe  Asn  Arg

            580                 585                 590

Ser  Pro  Trp  Phe  Thr  Thr  Leu  Ile  Ser  Thr  Ile  Met  Gly  Pro  Leu  Ile

        595                 600                 605

Val  Leu  Leu  Leu  Ile  Leu  Leu  Phe  Gly  Pro  Cys  Ile  Leu  Asn  Arg  Leu

    610                 615                 620

Val  Gln  Phe  Val  Lys  Asp  Arg  Ile  Ser  Val  Val  Gln  Ala  Leu  Val  Leu

625                 630                 635                 640

Thr  Gln  Gln  Tyr  His  Gln  Leu  Lys  Pro  Ile  Glu  Tyr  Glu  Pro

                645                 650

<210>  88

<211>  545

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：狒狒逆转录病毒包膜糖蛋白δ‑R（HA）

<400>  88

Met  Gly  Phe  Thr  Thr  Lys  Ile  Ile  Phe  Leu  Tyr  Asn  Leu  Val  Leu  Val

1               5                   10                  15

Tyr  Ala  Gly  Phe  Asp  Asp  Pro  Arg  Lys  Ala  Ile  Glu  Leu  Val  Gln  Lys

            20                  25                  30

Arg  Tyr  Gly  Arg  Pro  Cys  Asp  Cys  Ser  Gly  Gly  Gln  Val  Ser  Glu  Pro

        35                  40                  45

Pro  Ser  Asp  Arg  Val  Ser  Gln  Val  Thr  Cys  Ser  Gly  Lys  Thr  Ala  Tyr
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    50                  55                  60

Leu  Met  Pro  Asp  Gln  Arg  Trp  Lys  Cys  Lys  Ser  Ile  Pro  Lys  Asp  Thr

65                  70                  75                  80

Ser  Pro  Ser  Gly  Pro  Leu  Gln  Glu  Cys  Pro  Cys  Asn  Ser  Tyr  Gln  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  His  Ser  Ser  Cys  Tyr  Thr  Ser  Tyr  Gln  Gln  Cys  Arg  Ser  Gly

            100                 105                 110

Asn  Lys  Thr  Tyr  Tyr  Thr  Ala  Thr  Leu  Leu  Lys  Thr  Gln  Thr  Gly  Gly

        115                 120                 125

Thr  Ser  Asp  Val  Gln  Val  Leu  Gly  Ser  Thr  Asn  Lys  Leu  Ile  Gln  Ser

    130                 135                 140

Pro  Cys  Asn  Gly  Ile  Lys  Gly  Gln  Ser  Ile  Cys  Trp  Ser  Thr  Thr  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ile  His  Val  Ser  Asp  Gly  Gly  Gly  Pro  Leu  Asp  Thr  Thr  Arg  Ile

                165                 170                 175

Lys  Ser  Val  Gln  Arg  Lys  Leu  Glu  Glu  Ile  His  Lys  Ala  Leu  Tyr  Pro

            180                 185                 190

Glu  Leu  Gln  Tyr  His  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Lys  Val  Arg  Asp  Asn  Leu

        195                 200                 205

Met  Val  Asp  Ala  Gln  Thr  Leu  Asn  Ile  Leu  Asn  Ala  Thr  Tyr  Asn  Leu

    210                 215                 220

Leu  Leu  Met  Ser  Asn  Thr  Ser  Leu  Val  Asp  Asp  Cys  Trp  Leu  Cys  Leu

225                 230                 235                 240

Lys  Leu  Gly  Pro  Pro  Thr  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Asn  Phe  Leu  Leu  Ser

                245                 250                 255

Tyr  Val  Thr  Arg  Ser  Ser  Asp  Asn  Ile  Ser  Cys  Leu  Ile  Ile  Pro  Pro

            260                 265                 270

Leu  Leu  Val  Gln  Pro  Met  Gln  Phe  Ser  Asn  Ser  Ser  Cys  Leu  Phe  Ser

        275                 280                 285

Pro  Ser  Tyr  Asn  Ser  Thr  Glu  Glu  Ile  Asp  Leu  Gly  His  Val  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ser  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile  Thr  Asn  Val  Thr  Gly  Pro  Ile  Cys  Ala  Val

305                 310                 315                 320

Asn  Gly  Ser  Val  Phe  Leu  Cys  Gly  Asn  Asn  Met  Ala  Tyr  Thr  Tyr  Leu

                325                 330                 335

Pro  Thr  Asn  Trp  Thr  Gly  Leu  Cys  Val  Leu  Ala  Thr  Leu  Leu  Pro  Asp

            340                 345                 350

Ile  Asp  Ile  Ile  Pro  Gly  Asp  Glu  Pro  Val  Pro  Ile  Pro  Ala  Ile  Asp

        355                 360                 365
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His  Phe  Ile  Tyr  Arg  Pro  Lys  Arg  Ala  Ile  Gln  Phe  Ile  Pro  Leu  Leu

    370                 375                 380

Ala  Gly  Leu  Gly  Ile  Thr  Ala  Ala  Phe  Thr  Thr  Gly  Ala  Thr  Gly  Leu

385                 390                 395                 400

Gly  Val  Ser  Val  Thr  Gln  Tyr  Thr  Lys  Leu  Ser  Asn  Gln  Leu  Ile  Ser

                405                 410                 415

Asp  Val  Gln  Ile  Leu  Ser  Ser  Thr  Ile  Gln  Asp  Leu  Gln  Asp  Gln  Val

            420                 425                 430

Asp  Ser  Leu  Ala  Glu  Val  Val  Leu  Gln  Asn  Arg  Arg  Gly  Leu  Asp  Leu

        435                 440                 445

Leu  Thr  Ala  Glu  Gln  Gly  Gly  Ile  Cys  Leu  Ala  Leu  Gln  Glu  Lys  Cys

    450                 455                 460

Cys  Phe  Tyr  Val  Asn  Lys  Ser  Gly  Ile  Val  Arg  Asp  Lys  Ile  Lys  Thr

465                 470                 475                 480

Leu  Gln  Glu  Glu  Leu  Glu  Arg  Arg  Arg  Lys  Asp  Leu  Ala  Ser  Asn  Pro

                485                 490                 495

Leu  Trp  Thr  Gly  Leu  Gln  Gly  Leu  Leu  Pro  Tyr  Leu  Leu  Pro  Phe  Leu

            500                 505                 510

Gly  Pro  Leu  Leu  Thr  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Thr  Ile  Gly  Pro  Cys  Ile

        515                 520                 525

Phe  Asn  Arg  Leu  Thr  Ala  Phe  Ile  Asn  Asp  Lys  Leu  Asn  Ile  Ile  His

    530                 535                 540

Ala

545

<210>  89

<211>  546

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：狒狒逆转录病毒包膜糖蛋白δ‑R（HAM）

<400>  89

Met  Gly  Phe  Thr  Thr  Lys  Ile  Ile  Phe  Leu  Tyr  Asn  Leu  Val  Leu  Val

1               5                   10                  15

Tyr  Ala  Gly  Phe  Asp  Asp  Pro  Arg  Lys  Ala  Ile  Glu  Leu  Val  Gln  Lys

            20                  25                  30

Arg  Tyr  Gly  Arg  Pro  Cys  Asp  Cys  Ser  Gly  Gly  Gln  Val  Ser  Glu  Pro

        35                  40                  45

Pro  Ser  Asp  Arg  Val  Ser  Gln  Val  Thr  Cys  Ser  Gly  Lys  Thr  Ala  Tyr

    50                  55                  60
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Leu  Met  Pro  Asp  Gln  Arg  Trp  Lys  Cys  Lys  Ser  Ile  Pro  Lys  Asp  Thr

65                  70                  75                  80

Ser  Pro  Ser  Gly  Pro  Leu  Gln  Glu  Cys  Pro  Cys  Asn  Ser  Tyr  Gln  Ser

                85                  90                  95

Ser  Val  His  Ser  Ser  Cys  Tyr  Thr  Ser  Tyr  Gln  Gln  Cys  Arg  Ser  Gly

            100                 105                 110

Asn  Lys  Thr  Tyr  Tyr  Thr  Ala  Thr  Leu  Leu  Lys  Thr  Gln  Thr  Gly  Gly

        115                 120                 125

Thr  Ser  Asp  Val  Gln  Val  Leu  Gly  Ser  Thr  Asn  Lys  Leu  Ile  Gln  Ser

    130                 135                 140

Pro  Cys  Asn  Gly  Ile  Lys  Gly  Gln  Ser  Ile  Cys  Trp  Ser  Thr  Thr  Ala

145                 150                 155                 160

Pro  Ile  His  Val  Ser  Asp  Gly  Gly  Gly  Pro  Leu  Asp  Thr  Thr  Arg  Ile

                165                 170                 175

Lys  Ser  Val  Gln  Arg  Lys  Leu  Glu  Glu  Ile  His  Lys  Ala  Leu  Tyr  Pro

            180                 185                 190

Glu  Leu  Gln  Tyr  His  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Lys  Val  Arg  Asp  Asn  Leu

        195                 200                 205

Met  Val  Asp  Ala  Gln  Thr  Leu  Asn  Ile  Leu  Asn  Ala  Thr  Tyr  Asn  Leu

    210                 215                 220

Leu  Leu  Met  Ser  Asn  Thr  Ser  Leu  Val  Asp  Asp  Cys  Trp  Leu  Cys  Leu

225                 230                 235                 240

Lys  Leu  Gly  Pro  Pro  Thr  Pro  Leu  Ala  Ile  Pro  Asn  Phe  Leu  Leu  Ser

                245                 250                 255

Tyr  Val  Thr  Arg  Ser  Ser  Asp  Asn  Ile  Ser  Cys  Leu  Ile  Ile  Pro  Pro

            260                 265                 270

Leu  Leu  Val  Gln  Pro  Met  Gln  Phe  Ser  Asn  Ser  Ser  Cys  Leu  Phe  Ser

        275                 280                 285

Pro  Ser  Tyr  Asn  Ser  Thr  Glu  Glu  Ile  Asp  Leu  Gly  His  Val  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ser  Asn  Cys  Thr  Ser  Ile  Thr  Asn  Val  Thr  Gly  Pro  Ile  Cys  Ala  Val

305                 310                 315                 320

Asn  Gly  Ser  Val  Phe  Leu  Cys  Gly  Asn  Asn  Met  Ala  Tyr  Thr  Tyr  Leu

                325                 330                 335

Pro  Thr  Asn  Trp  Thr  Gly  Leu  Cys  Val  Leu  Ala  Thr  Leu  Leu  Pro  Asp

            340                 345                 350

Ile  Asp  Ile  Ile  Pro  Gly  Asp  Glu  Pro  Val  Pro  Ile  Pro  Ala  Ile  Asp

        355                 360                 365

His  Phe  Ile  Tyr  Arg  Pro  Lys  Arg  Ala  Ile  Gln  Phe  Ile  Pro  Leu  Leu
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    370                 375                 380

Ala  Gly  Leu  Gly  Ile  Thr  Ala  Ala  Phe  Thr  Thr  Gly  Ala  Thr  Gly  Leu

385                 390                 395                 400

Gly  Val  Ser  Val  Thr  Gln  Tyr  Thr  Lys  Leu  Ser  Asn  Gln  Leu  Ile  Ser

                405                 410                 415

Asp  Val  Gln  Ile  Leu  Ser  Ser  Thr  Ile  Gln  Asp  Leu  Gln  Asp  Gln  Val

            420                 425                 430

Asp  Ser  Leu  Ala  Glu  Val  Val  Leu  Gln  Asn  Arg  Arg  Gly  Leu  Asp  Leu

        435                 440                 445

Leu  Thr  Ala  Glu  Gln  Gly  Gly  Ile  Cys  Leu  Ala  Leu  Gln  Glu  Lys  Cys

    450                 455                 460

Cys  Phe  Tyr  Val  Asn  Lys  Ser  Gly  Ile  Val  Arg  Asp  Lys  Ile  Lys  Thr

465                 470                 475                 480

Leu  Gln  Glu  Glu  Leu  Glu  Arg  Arg  Arg  Lys  Asp  Leu  Ala  Ser  Asn  Pro

                485                 490                 495

Leu  Trp  Thr  Gly  Leu  Gln  Gly  Leu  Leu  Pro  Tyr  Leu  Leu  Pro  Phe  Leu

            500                 505                 510

Gly  Pro  Leu  Leu  Thr  Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Thr  Ile  Gly  Pro  Cys  Ile

        515                 520                 525

Phe  Asn  Arg  Leu  Thr  Ala  Phe  Ile  Asn  Asp  Lys  Leu  Asn  Ile  Ile  His

    530                 535                 540

Ala  Met

545

<210>  90

<211>  654

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：MuLVSUx

<400>  90

Met  Ala  Arg  Ser  Thr  Leu  Ser  Lys  Pro  Pro  Gln  Asp  Lys  Ile  Asn  Pro

1               5                   10                  15

Trp  Lys  Pro  Leu  Ile  Val  Met  Gly  Val  Leu  Leu  Gly  Val  Gly  Met  Ala

            20                  25                  30

Glu  Ser  Pro  His  Gln  Val  Phe  Asn  Val  Thr  Trp  Arg  Val  Thr  Asn  Leu

        35                  40                  45

Met  Thr  Gly  Arg  Thr  Ala  Asn  Ala  Thr  Ser  Leu  Leu  Gly  Thr  Val  Gln

    50                  55                  60

Asp  Ala  Phe  Pro  Lys  Leu  Tyr  Phe  Asp  Leu  Cys  Asp  Leu  Val  Gly  Glu
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65                  70                  75                  80

Glu  Trp  Asp  Pro  Ser  Asp  Gln  Glu  Pro  Tyr  Val  Gly  Tyr  Gly  Cys  Lys

                85                  90                  95

Tyr  Pro  Ala  Gly  Arg  Gln  Arg  Thr  Arg  Thr  Phe  Asp  Phe  Tyr  Val  Cys

            100                 105                 110

Pro  Gly  His  Thr  Val  Lys  Ser  Gly  Cys  Gly  Gly  Pro  Gly  Glu  Gly  Tyr

        115                 120                 125

Cys  Gly  Lys  Trp  Gly  Cys  Glu  Thr  Thr  Gly  Gln  Ala  Tyr  Trp  Lys  Pro

    130                 135                 140

Thr  Ser  Ser  Trp  Asp  Leu  Ile  Ser  Leu  Lys  Arg  Gly  Asn  Thr  Pro  Trp

145                 150                 155                 160

Asp  Thr  Gly  Cys  Ser  Lys  Val  Ala  Cys  Gly  Pro  Cys  Tyr  Asp  Leu  Ser

                165                 170                 175

Lys  Val  Ser  Asn  Ser  Phe  Gln  Gly  Ala  Thr  Arg  Gly  Gly  Arg  Cys  Asn

            180                 185                 190

Pro  Leu  Val  Leu  Glu  Phe  Thr  Asp  Ala  Gly  Lys  Lys  Ala  Asn  Trp  Asp

        195                 200                 205

Gly  Pro  Lys  Ser  Trp  Gly  Leu  Arg  Leu  Tyr  Arg  Thr  Gly  Thr  Asp  Pro

    210                 215                 220

Ile  Thr  Met  Phe  Ser  Leu  Thr  Arg  Gln  Val  Leu  Asn  Val  Gly  Pro  Arg

225                 230                 235                 240

Val  Pro  Ile  Gly  Pro  Asn  Pro  Val  Leu  Pro  Asp  Gln  Arg  Leu  Pro  Ser

                245                 250                 255

Ser  Pro  Ile  Glu  Ile  Val  Pro  Ala  Pro  Gln  Pro  Pro  Ser  Pro  Leu  Asn

            260                 265                 270

Thr  Ser  Tyr  Pro  Pro  Ser  Thr  Thr  Ser  Thr  Pro  Ser  Thr  Ser  Pro  Thr

        275                 280                 285

Ser  Pro  Ser  Val  Pro  Gln  Pro  Pro  Pro  Gly  Thr  Gly  Asp  Arg  Leu  Leu

    290                 295                 300

Ala  Leu  Val  Lys  Gly  Ala  Tyr  Gln  Ala  Leu  Asn  Leu  Thr  Asn  Pro  Asp

305                 310                 315                 320

Lys  Thr  Gln  Glu  Cys  Trp  Leu  Cys  Leu  Val  Ser  Gly  Pro  Pro  Tyr  Tyr

                325                 330                 335

Glu  Gly  Val  Ala  Val  Val  Gly  Thr  Tyr  Thr  Asn  His  Ser  Thr  Ala  Pro

            340                 345                 350

Ala  Asn  Cys  Thr  Ala  Thr  Ser  Gln  His  Lys  Leu  Thr  Leu  Ser  Glu  Val

        355                 360                 365

Thr  Gly  Gln  Gly  Leu  Cys  Met  Gly  Ala  Val  Pro  Lys  Thr  His  Gln  Ala

    370                 375                 380
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Leu  Cys  Asn  Thr  Thr  Gln  Ser  Ala  Gly  Ser  Gly  Ser  Tyr  Tyr  Leu  Ala

385                 390                 395                 400

Ala  Pro  Ala  Gly  Thr  Met  Trp  Ala  Cys  Ser  Thr  Gly  Leu  Thr  Pro  Cys

                405                 410                 415

Leu  Ser  Thr  Thr  Val  Leu  Asn  Leu  Thr  Thr  Asp  Tyr  Cys  Val  Leu  Val

            420                 425                 430

Glu  Leu  Trp  Pro  Arg  Val  Ile  Tyr  His  Ser  Pro  Asp  Tyr  Met  Tyr  Gly

        435                 440                 445

Gln  Leu  Glu  Gln  Arg  Thr  Ile  Glu  Gly  Arg  Glu  Pro  Val  Ser  Leu  Thr

    450                 455                 460

Leu  Ala  Leu  Leu  Leu  Gly  Gly  Leu  Thr  Met  Gly  Gly  Ile  Ala  Ala  Gly

465                 470                 475                 480

Ile  Gly  Thr  Gly  Thr  Thr  Ala  Leu  Ile  Lys  Thr  Gln  Gln  Phe  Glu  Gln

                485                 490                 495

Leu  His  Ala  Ala  Ile  Gln  Thr  Asp  Leu  Asn  Glu  Val  Glu  Lys  Ser  Ile

            500                 505                 510

Thr  Asn  Leu  Glu  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Leu  Ser  Glu  Val  Val  Leu  Gln

        515                 520                 525

Asn  Arg  Arg  Gly  Leu  Asp  Leu  Leu  Phe  Leu  Lys  Glu  Gly  Gly  Leu  Cys

    530                 535                 540

Ala  Ala  Leu  Lys  Glu  Glu  Cys  Cys  Phe  Tyr  Ala  Asp  His  Thr  Gly  Leu

545                 550                 555                 560

Val  Arg  Asp  Ser  Met  Ala  Lys  Leu  Arg  Glu  Arg  Leu  Asn  Gln  Arg  Gln

                565                 570                 575

Lys  Leu  Phe  Glu  Thr  Gly  Gln  Gly  Trp  Phe  Glu  Gly  Leu  Phe  Asn  Arg

            580                 585                 590

Ser  Pro  Trp  Phe  Thr  Thr  Leu  Ile  Ser  Thr  Ile  Met  Gly  Pro  Leu  Ile

        595                 600                 605

Val  Leu  Leu  Leu  Ile  Leu  Leu  Phe  Gly  Pro  Cys  Ile  Leu  Asn  Arg  Leu

    610                 615                 620

Val  Gln  Phe  Val  Lys  Asp  Arg  Ile  Ser  Val  Val  Gln  Ala  Leu  Val  Leu

625                 630                 635                 640

Thr  Gln  Gln  Tyr  His  Gln  Leu  Lys  Pro  Ile  Glu  Tyr  Glu  Pro

                645                 650

<210>  91

<211>  523

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>
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<223> 合成：MV(ed)‑F‑δ‑30

<400>  91

Met  Ser  Ile  Met  Gly  Leu  Lys  Val  Asn  Val  Ser  Ala  Ile  Phe  Met  Ala

1               5                   10                  15

Val  Leu  Leu  Thr  Leu  Gln  Thr  Pro  Thr  Gly  Gln  Ile  His  Trp  Gly  Asn

            20                  25                  30

Leu  Ser  Lys  Ile  Gly  Val  Val  Gly  Ile  Gly  Ser  Ala  Ser  Tyr  Lys  Val

        35                  40                  45

Met  Thr  Arg  Ser  Ser  His  Gln  Ser  Leu  Val  Ile  Lys  Leu  Met  Pro  Asn

    50                  55                  60

Ile  Thr  Leu  Leu  Asn  Asn  Cys  Thr  Arg  Val  Glu  Ile  Ala  Glu  Tyr  Arg

65                  70                  75                  80

Arg  Leu  Leu  Arg  Thr  Val  Leu  Glu  Pro  Ile  Arg  Asp  Ala  Leu  Asn  Ala

                85                  90                  95

Met  Thr  Gln  Asn  Ile  Arg  Pro  Val  Gln  Ser  Val  Ala  Ser  Ser  Arg  Arg

            100                 105                 110

His  Lys  Arg  Phe  Ala  Gly  Val  Val  Leu  Ala  Gly  Ala  Ala  Leu  Gly  Val

        115                 120                 125

Ala  Thr  Ala  Ala  Gln  Ile  Thr  Ala  Gly  Ile  Ala  Leu  His  Gln  Ser  Met

    130                 135                 140

Leu  Asn  Ser  Gln  Ala  Ile  Asp  Asn  Leu  Arg  Ala  Ser  Leu  Glu  Thr  Thr

145                 150                 155                 160

Asn  Gln  Ala  Ile  Glu  Ala  Ile  Arg  Gln  Ala  Gly  Gln  Glu  Met  Ile  Leu

                165                 170                 175

Ala  Val  Gln  Gly  Val  Gln  Asp  Tyr  Ile  Asn  Asn  Glu  Leu  Ile  Pro  Ser

            180                 185                 190

Met  Asn  Gln  Leu  Ser  Cys  Asp  Leu  Ile  Gly  Gln  Lys  Leu  Gly  Leu  Lys

        195                 200                 205

Leu  Leu  Arg  Tyr  Tyr  Thr  Glu  Ile  Leu  Ser  Leu  Phe  Gly  Pro  Ser  Leu

    210                 215                 220

Arg  Asp  Pro  Ile  Ser  Ala  Glu  Ile  Ser  Ile  Gln  Ala  Leu  Ser  Tyr  Ala

225                 230                 235                 240

Leu  Gly  Gly  Asp  Ile  Asn  Lys  Val  Leu  Glu  Lys  Leu  Gly  Tyr  Ser  Gly

                245                 250                 255

Gly  Asp  Leu  Leu  Gly  Ile  Leu  Glu  Ser  Arg  Gly  Ile  Lys  Ala  Arg  Ile

            260                 265                 270

Thr  His  Val  Asp  Thr  Glu  Ser  Tyr  Phe  Ile  Val  Leu  Ser  Ile  Ala  Tyr

        275                 280                 285

Pro  Thr  Leu  Ser  Glu  Ile  Lys  Gly  Val  Ile  Val  His  Arg  Leu  Glu  Gly
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    290                 295                 300

Val  Ser  Tyr  Asn  Ile  Gly  Ser  Gln  Glu  Trp  Tyr  Thr  Thr  Val  Pro  Lys

305                 310                 315                 320

Tyr  Val  Ala  Thr  Gln  Gly  Tyr  Leu  Ile  Ser  Asn  Phe  Asp  Glu  Ser  Ser

                325                 330                 335

Cys  Thr  Phe  Met  Pro  Glu  Gly  Thr  Val  Cys  Ser  Gln  Asn  Ala  Leu  Tyr

            340                 345                 350

Pro  Met  Ser  Pro  Leu  Leu  Gln  Glu  Cys  Leu  Arg  Gly  Ser  Thr  Lys  Ser

        355                 360                 365

Cys  Ala  Arg  Thr  Leu  Val  Ser  Gly  Ser  Phe  Gly  Asn  Arg  Phe  Ile  Leu

    370                 375                 380

Ser  Gln  Gly  Asn  Leu  Ile  Ala  Asn  Cys  Ala  Ser  Ile  Leu  Cys  Lys  Cys

385                 390                 395                 400

Tyr  Thr  Thr  Gly  Thr  Ile  Ile  Asn  Gln  Asp  Pro  Asp  Lys  Ile  Leu  Thr

                405                 410                 415

Tyr  Ile  Ala  Ala  Asp  His  Cys  Pro  Val  Val  Glu  Val  Asn  Gly  Val  Thr

            420                 425                 430

Ile  Gln  Val  Gly  Ser  Arg  Arg  Tyr  Pro  Asp  Ala  Val  Tyr  Leu  His  Arg

        435                 440                 445

Ile  Asp  Leu  Gly  Pro  Pro  Ile  Ser  Leu  Glu  Arg  Leu  Asp  Val  Gly  Thr

    450                 455                 460

Asn  Leu  Gly  Asn  Ala  Ile  Ala  Lys  Leu  Glu  Asp  Ala  Lys  Glu  Leu  Leu

465                 470                 475                 480

Glu  Ser  Ser  Asp  Gln  Ile  Leu  Arg  Ser  Met  Lys  Gly  Leu  Ser  Ser  Thr

                485                 490                 495

Ser  Ile  Val  Tyr  Ile  Leu  Ile  Ala  Val  Cys  Leu  Gly  Gly  Leu  Ile  Gly

            500                 505                 510

Ile  Pro  Ala  Leu  Ile  Cys  Cys  Cys  Arg  Gly  Arg

        515                 520

<210>  92

<211>  599

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：MV(ed)‑H‑δ‑18

<400>  92

Met  Gly  Ser  Arg  Ile  Val  Ile  Asn  Arg  Glu  His  Leu  Met  Ile  Asp  Arg

1               5                   10                  15

Pro  Tyr  Val  Leu  Leu  Ala  Val  Leu  Phe  Val  Met  Ser  Leu  Ser  Leu  Ile
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            20                  25                  30

Gly  Leu  Leu  Ala  Ile  Ala  Gly  Ile  Arg  Leu  His  Arg  Ala  Ala  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Thr  Ala  Glu  Ile  His  Lys  Ser  Leu  Ser  Thr  Asn  Leu  Asp  Val  Thr  Asn

    50                  55                  60

Ser  Ile  Glu  His  Gln  Val  Lys  Asp  Val  Leu  Thr  Pro  Leu  Phe  Lys  Ile

65                  70                  75                  80

Ile  Gly  Asp  Glu  Val  Gly  Leu  Arg  Thr  Pro  Gln  Arg  Phe  Thr  Asp  Leu

                85                  90                  95

Val  Lys  Phe  Ile  Ser  Asp  Lys  Ile  Lys  Phe  Leu  Asn  Pro  Asp  Arg  Glu

            100                 105                 110

Tyr  Asp  Phe  Arg  Asp  Leu  Thr  Trp  Cys  Ile  Asn  Pro  Pro  Glu  Arg  Ile

        115                 120                 125

Lys  Leu  Asp  Tyr  Asp  Gln  Tyr  Cys  Ala  Asp  Val  Ala  Ala  Glu  Glu  Leu

    130                 135                 140

Met  Asn  Ala  Leu  Val  Asn  Ser  Thr  Leu  Leu  Glu  Thr  Arg  Thr  Thr  Asn

145                 150                 155                 160

Gln  Phe  Leu  Ala  Val  Ser  Lys  Gly  Asn  Cys  Ser  Gly  Pro  Thr  Thr  Ile

                165                 170                 175

Arg  Gly  Gln  Phe  Ser  Asn  Met  Ser  Leu  Ser  Leu  Leu  Asp  Leu  Tyr  Leu

            180                 185                 190

Ser  Arg  Gly  Tyr  Asn  Val  Ser  Ser  Ile  Val  Thr  Met  Thr  Ser  Gln  Gly

        195                 200                 205

Met  Tyr  Gly  Gly  Thr  Tyr  Leu  Val  Glu  Lys  Pro  Asn  Leu  Ser  Ser  Lys

    210                 215                 220

Arg  Ser  Glu  Leu  Ser  Gln  Leu  Ser  Met  Tyr  Arg  Val  Phe  Glu  Val  Gly

225                 230                 235                 240

Val  Ile  Arg  Asn  Pro  Gly  Leu  Gly  Ala  Pro  Val  Phe  His  Met  Thr  Asn

                245                 250                 255

Tyr  Leu  Glu  Gln  Pro  Val  Ser  Asn  Asp  Leu  Ser  Asn  Cys  Met  Val  Ala

            260                 265                 270

Leu  Gly  Glu  Leu  Lys  Leu  Ala  Ala  Leu  Cys  His  Gly  Glu  Asp  Ser  Ile

        275                 280                 285

Thr  Ile  Pro  Tyr  Gln  Gly  Ser  Gly  Lys  Gly  Val  Ser  Phe  Gln  Leu  Val

    290                 295                 300

Lys  Leu  Gly  Val  Trp  Lys  Ser  Pro  Thr  Asp  Met  Gln  Ser  Trp  Val  Pro

305                 310                 315                 320

Leu  Ser  Thr  Asp  Asp  Pro  Val  Ile  Asp  Arg  Leu  Tyr  Leu  Ser  Ser  His

                325                 330                 335
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Arg  Gly  Val  Ile  Ala  Asp  Asn  Gln  Ala  Lys  Trp  Ala  Val  Pro  Thr  Thr

            340                 345                 350

Arg  Thr  Asp  Asp  Lys  Leu  Arg  Met  Glu  Thr  Cys  Phe  Gln  Gln  Ala  Cys

        355                 360                 365

Lys  Gly  Lys  Ile  Gln  Ala  Leu  Cys  Glu  Asn  Pro  Glu  Trp  Ala  Pro  Leu

    370                 375                 380

Lys  Asp  Asn  Arg  Ile  Pro  Ser  Tyr  Gly  Val  Leu  Ser  Val  Asp  Leu  Ser

385                 390                 395                 400

Leu  Thr  Val  Glu  Leu  Lys  Ile  Lys  Ile  Ala  Ser  Gly  Phe  Gly  Pro  Leu

                405                 410                 415

Ile  Thr  His  Gly  Ser  Gly  Met  Asp  Leu  Tyr  Lys  Ser  Asn  His  Asn  Asn

            420                 425                 430

Val  Tyr  Trp  Leu  Thr  Ile  Pro  Pro  Met  Lys  Asn  Leu  Ala  Leu  Gly  Val

        435                 440                 445

Ile  Asn  Thr  Leu  Glu  Trp  Ile  Pro  Arg  Phe  Lys  Val  Ser  Pro  Asn  Leu

    450                 455                 460

Phe  Thr  Val  Pro  Ile  Lys  Glu  Ala  Gly  Glu  Asp  Cys  His  Ala  Pro  Thr

465                 470                 475                 480

Tyr  Leu  Pro  Ala  Glu  Val  Asp  Gly  Asp  Val  Lys  Leu  Ser  Ser  Asn  Leu

                485                 490                 495

Val  Ile  Leu  Pro  Gly  Gln  Asp  Leu  Gln  Tyr  Val  Leu  Ala  Thr  Tyr  Asp

            500                 505                 510

Thr  Ser  Arg  Val  Glu  His  Ala  Val  Val  Tyr  Tyr  Val  Tyr  Ser  Pro  Gly

        515                 520                 525

Arg  Ser  Phe  Ser  Tyr  Phe  Tyr  Pro  Phe  Arg  Leu  Pro  Ile  Lys  Gly  Val

    530                 535                 540

Pro  Ile  Glu  Leu  Gln  Val  Glu  Cys  Phe  Thr  Trp  Asp  Gln  Lys  Leu  Trp

545                 550                 555                 560

Cys  Arg  His  Phe  Cys  Val  Leu  Ala  Asp  Ser  Glu  Ser  Gly  Gly  His  Ile

                565                 570                 575

Thr  His  Ser  Gly  Met  Val  Gly  Met  Gly  Val  Ser  Cys  Thr  Val  Thr  Arg

            580                 585                 590

Glu  Asp  Gly  Thr  Asn  Arg  Arg

        595

<210>  93

<211>  593

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>
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<223> 合成：MV(ed)‑H‑δ‑24

<400>  93

Met  Asn  Arg  Glu  His  Leu  Met  Ile  Asp  Arg  Pro  Tyr  Val  Leu  Leu  Ala

1               5                   10                  15

Val  Leu  Phe  Val  Met  Ser  Leu  Ser  Leu  Ile  Gly  Leu  Leu  Ala  Ile  Ala

            20                  25                  30

Gly  Ile  Arg  Leu  His  Arg  Ala  Ala  Ile  Tyr  Thr  Ala  Glu  Ile  His  Lys

        35                  40                  45

Ser  Leu  Ser  Thr  Asn  Leu  Asp  Val  Thr  Asn  Ser  Ile  Glu  His  Gln  Val

    50                  55                  60

Lys  Asp  Val  Leu  Thr  Pro  Leu  Phe  Lys  Ile  Ile  Gly  Asp  Glu  Val  Gly

65                  70                  75                  80

Leu  Arg  Thr  Pro  Gln  Arg  Phe  Thr  Asp  Leu  Val  Lys  Phe  Ile  Ser  Asp

                85                  90                  95

Lys  Ile  Lys  Phe  Leu  Asn  Pro  Asp  Arg  Glu  Tyr  Asp  Phe  Arg  Asp  Leu

            100                 105                 110

Thr  Trp  Cys  Ile  Asn  Pro  Pro  Glu  Arg  Ile  Lys  Leu  Asp  Tyr  Asp  Gln

        115                 120                 125

Tyr  Cys  Ala  Asp  Val  Ala  Ala  Glu  Glu  Leu  Met  Asn  Ala  Leu  Val  Asn

    130                 135                 140

Ser  Thr  Leu  Leu  Glu  Thr  Arg  Thr  Thr  Asn  Gln  Phe  Leu  Ala  Val  Ser

145                 150                 155                 160

Lys  Gly  Asn  Cys  Ser  Gly  Pro  Thr  Thr  Ile  Arg  Gly  Gln  Phe  Ser  Asn

                165                 170                 175

Met  Ser  Leu  Ser  Leu  Leu  Asp  Leu  Tyr  Leu  Ser  Arg  Gly  Tyr  Asn  Val

            180                 185                 190

Ser  Ser  Ile  Val  Thr  Met  Thr  Ser  Gln  Gly  Met  Tyr  Gly  Gly  Thr  Tyr

        195                 200                 205

Leu  Val  Glu  Lys  Pro  Asn  Leu  Ser  Ser  Lys  Arg  Ser  Glu  Leu  Ser  Gln

    210                 215                 220

Leu  Ser  Met  Tyr  Arg  Val  Phe  Glu  Val  Gly  Val  Ile  Arg  Asn  Pro  Gly

225                 230                 235                 240

Leu  Gly  Ala  Pro  Val  Phe  His  Met  Thr  Asn  Tyr  Leu  Glu  Gln  Pro  Val

                245                 250                 255

Ser  Asn  Asp  Leu  Ser  Asn  Cys  Met  Val  Ala  Leu  Gly  Glu  Leu  Lys  Leu

            260                 265                 270

Ala  Ala  Leu  Cys  His  Gly  Glu  Asp  Ser  Ile  Thr  Ile  Pro  Tyr  Gln  Gly

        275                 280                 285

Ser  Gly  Lys  Gly  Val  Ser  Phe  Gln  Leu  Val  Lys  Leu  Gly  Val  Trp  Lys
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    290                 295                 300

Ser  Pro  Thr  Asp  Met  Gln  Ser  Trp  Val  Pro  Leu  Ser  Thr  Asp  Asp  Pro

305                 310                 315                 320

Val  Ile  Asp  Arg  Leu  Tyr  Leu  Ser  Ser  His  Arg  Gly  Val  Ile  Ala  Asp

                325                 330                 335

Asn  Gln  Ala  Lys  Trp  Ala  Val  Pro  Thr  Thr  Arg  Thr  Asp  Asp  Lys  Leu

            340                 345                 350

Arg  Met  Glu  Thr  Cys  Phe  Gln  Gln  Ala  Cys  Lys  Gly  Lys  Ile  Gln  Ala

        355                 360                 365

Leu  Cys  Glu  Asn  Pro  Glu  Trp  Ala  Pro  Leu  Lys  Asp  Asn  Arg  Ile  Pro

    370                 375                 380

Ser  Tyr  Gly  Val  Leu  Ser  Val  Asp  Leu  Ser  Leu  Thr  Val  Glu  Leu  Lys

385                 390                 395                 400

Ile  Lys  Ile  Ala  Ser  Gly  Phe  Gly  Pro  Leu  Ile  Thr  His  Gly  Ser  Gly

                405                 410                 415

Met  Asp  Leu  Tyr  Lys  Ser  Asn  His  Asn  Asn  Val  Tyr  Trp  Leu  Thr  Ile

            420                 425                 430

Pro  Pro  Met  Lys  Asn  Leu  Ala  Leu  Gly  Val  Ile  Asn  Thr  Leu  Glu  Trp

        435                 440                 445

Ile  Pro  Arg  Phe  Lys  Val  Ser  Pro  Asn  Leu  Phe  Thr  Val  Pro  Ile  Lys

    450                 455                 460

Glu  Ala  Gly  Glu  Asp  Cys  His  Ala  Pro  Thr  Tyr  Leu  Pro  Ala  Glu  Val

465                 470                 475                 480

Asp  Gly  Asp  Val  Lys  Leu  Ser  Ser  Asn  Leu  Val  Ile  Leu  Pro  Gly  Gln

                485                 490                 495

Asp  Leu  Gln  Tyr  Val  Leu  Ala  Thr  Tyr  Asp  Thr  Ser  Arg  Val  Glu  His

            500                 505                 510

Ala  Val  Val  Tyr  Tyr  Val  Tyr  Ser  Pro  Gly  Arg  Ser  Phe  Ser  Tyr  Phe

        515                 520                 525

Tyr  Pro  Phe  Arg  Leu  Pro  Ile  Lys  Gly  Val  Pro  Ile  Glu  Leu  Gln  Val

    530                 535                 540

Glu  Cys  Phe  Thr  Trp  Asp  Gln  Lys  Leu  Trp  Cys  Arg  His  Phe  Cys  Val

545                 550                 555                 560

Leu  Ala  Asp  Ser  Glu  Ser  Gly  Gly  His  Ile  Thr  His  Ser  Gly  Met  Val

                565                 570                 575

Gly  Met  Gly  Val  Ser  Cys  Thr  Val  Thr  Arg  Glu  Asp  Gly  Thr  Asn  Arg

            580                 585                 590

Arg

<210>  94
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<211>  570

<212>  PRT

<213> 甲型流感病毒

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(570)

<223> 来自H1N1的甲型流感HA

<400>  94

Met  Lys  Ala  Asn  Leu  Leu  Val  Leu  Leu  Cys  Ala  Leu  Ala  Ala  Ala  Asp

1               5                   10                  15

Ala  Asp  Thr  Ile  Cys  Ile  Gly  Tyr  His  Ala  Asn  Asn  Ser  Thr  Asp  Thr

            20                  25                  30

Val  Asp  Thr  Val  Leu  Glu  Lys  Asn  Val  Thr  Val  Thr  His  Ser  Val  Asn

        35                  40                  45

Leu  Leu  Glu  Asp  Ser  His  Asn  Gly  Lys  Leu  Cys  Arg  Leu  Lys  Gly  Ile

    50                  55                  60

Ala  Pro  Leu  Gln  Leu  Gly  Lys  Cys  Asn  Ile  Ala  Gly  Trp  Leu  Leu  Gly

65                  70                  75                  80

Asn  Pro  Glu  Cys  Asp  Pro  Leu  Leu  Pro  Val  Arg  Ser  Trp  Ser  Tyr  Ile

                85                  90                  95

Val  Glu  Thr  Pro  Asn  Ser  Glu  Asn  Gly  Ile  Cys  Tyr  Pro  Gly  Asp  Phe

            100                 105                 110

Ile  Asp  Tyr  Glu  Glu  Leu  Arg  Glu  Gln  Leu  Ser  Ser  Val  Ser  Ser  Phe

        115                 120                 125

Glu  Arg  Phe  Glu  Ile  Phe  Pro  Lys  Glu  Ser  Ser  Trp  Pro  Asn  His  Asn

    130                 135                 140

Thr  Asn  Gly  Val  Thr  Ala  Ala  Cys  Ser  His  Glu  Gly  Lys  Ser  Ser  Phe

145                 150                 155                 160

Tyr  Arg  Asn  Leu  Leu  Trp  Leu  Thr  Glu  Lys  Glu  Gly  Ser  Tyr  Pro  Lys

                165                 170                 175

Leu  Lys  Asn  Ser  Tyr  Val  Asn  Lys  Lys  Gly  Lys  Glu  Val  Leu  Val  Leu

            180                 185                 190

Trp  Gly  Ile  His  His  Pro  Pro  Asn  Ser  Lys  Glu  Gln  Gln  Asn  Leu  Tyr

        195                 200                 205

Gln  Asn  Glu  Asn  Ala  Tyr  Val  Ser  Val  Val  Thr  Ser  Asn  Tyr  Asn  Arg

    210                 215                 220

Arg  Phe  Thr  Pro  Glu  Ile  Ala  Glu  Arg  Pro  Lys  Val  Arg  Asp  Gln  Ala

225                 230                 235                 240

Gly  Arg  Met  Asn  Tyr  Tyr  Trp  Thr  Leu  Leu  Lys  Pro  Gly  Asp  Thr  Ile
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                245                 250                 255

Ile  Phe  Glu  Ala  Asn  Gly  Asn  Leu  Ile  Ala  Pro  Met  Tyr  Ala  Phe  Ala

            260                 265                 270

Leu  Ser  Arg  Gly  Phe  Gly  Ser  Gly  Ile  Ile  Thr  Ser  Asn  Ala  Ser  Met

        275                 280                 285

His  Glu  Cys  Asn  Thr  Lys  Cys  Gln  Thr  Pro  Leu  Gly  Ala  Ile  Asn  Ser

    290                 295                 300

Ser  Leu  Pro  Tyr  Gln  Asn  Ile  His  Pro  Val  Thr  Ile  Gly  Glu  Cys  Pro

305                 310                 315                 320

Lys  Tyr  Val  Arg  Ser  Ala  Lys  Leu  Arg  Met  Val  Thr  Gly  Leu  Arg  Asn

                325                 330                 335

Ile  Pro  Ser  Ile  Gln  Ser  Arg  Arg  Arg  Lys  Lys  Arg  Gly  Leu  Phe  Gly

            340                 345                 350

Ala  Ile  Ala  Gly  Phe  Ile  Glu  Gly  Gly  Trp  Thr  Gly  Met  Ile  Asp  Gly

        355                 360                 365

Trp  Tyr  Gly  Tyr  His  His  Gln  Asn  Glu  Gln  Gly  Ser  Gly  Tyr  Ala  Ala

    370                 375                 380

Asp  Gln  Lys  Ser  Thr  Gln  Asn  Ala  Ile  Asn  Gly  Ile  Thr  Asn  Lys  Val

385                 390                 395                 400

Asn  Thr  Val  Ile  Glu  Lys  Met  Asn  Ile  Gln  Phe  Thr  Ala  Val  Gly  Lys

                405                 410                 415

Glu  Phe  Asn  Lys  Leu  Glu  Lys  Arg  Met  Glu  Asn  Leu  Asn  Lys  Lys  Val

            420                 425                 430

Asp  Asp  Gly  Phe  Leu  Asp  Ile  Trp  Thr  Tyr  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu  Val

        435                 440                 445

Leu  Leu  Glu  Asn  Glu  Arg  Thr  Leu  Asp  Phe  His  Asp  Ser  Asn  Val  Lys

    450                 455                 460

Asn  Leu  Tyr  Glu  Lys  Val  Lys  Ser  Gln  Leu  Lys  Asn  Asn  Ala  Lys  Glu

465                 470                 475                 480

Ile  Gly  Asn  Gly  Cys  Phe  Glu  Phe  Tyr  His  Lys  Cys  Asp  Asn  Glu  Cys

                485                 490                 495

Met  Glu  Ser  Val  Arg  Asn  Gly  Thr  Tyr  Asp  Tyr  Pro  Lys  Tyr  Ser  Glu

            500                 505                 510

Glu  Ser  Lys  Leu  Asn  Arg  Glu  Lys  Val  Asp  Gly  Val  Lys  Leu  Glu  Ser

        515                 520                 525

Met  Gly  Ile  Tyr  Gln  Ile  Leu  Ala  Ile  Tyr  Ser  Thr  Val  Ala  Ser  Ser

    530                 535                 540

Leu  Val  Leu  Leu  Val  Ser  Leu  Gly  Ala  Ile  Ser  Phe  Trp  Met  Cys  Ser

545                 550                 555                 560
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Asn  Gly  Ser  Leu  Gln  Cys  Arg  Ile  Cys  Ile

                565                 570

<210>  95

<211>  470

<212>  PRT

<213> 甲型流感病毒

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(470)

<223> 来自H10N7的甲型流感NA

<400>  95

Met  Asn  Pro  Asn  Gln  Lys  Leu  Phe  Ala  Leu  Ser  Gly  Val  Ala  Ile  Ala

1               5                   10                  15

Leu  Ser  Ile  Leu  Asn  Leu  Leu  Ile  Gly  Ile  Ser  Asn  Val  Gly  Leu  Asn

            20                  25                  30

Val  Ser  Leu  His  Leu  Lys  Gly  Ser  Ser  Asp  Gln  Asp  Lys  Asn  Trp  Thr

        35                  40                  45

Cys  Thr  Ser  Val  Thr  Gln  Asn  Asn  Thr  Thr  Leu  Ile  Glu  Asn  Thr  Tyr

    50                  55                  60

Val  Asn  Asn  Thr  Thr  Val  Ile  Asn  Lys  Gly  Thr  Gly  Thr  Thr  Lys  Gln

65                  70                  75                  80

Asn  Tyr  Leu  Met  Leu  Asn  Lys  Ser  Leu  Cys  Lys  Val  Glu  Gly  Trp  Val

                85                  90                  95

Val  Val  Ala  Lys  Asp  Asn  Ala  Ile  Arg  Phe  Gly  Glu  Ser  Glu  Gln  Ile

            100                 105                 110

Ile  Val  Thr  Arg  Glu  Pro  Tyr  Val  Ser  Cys  Asp  Pro  Leu  Gly  Cys  Lys

        115                 120                 125

Met  Tyr  Ala  Leu  His  Gln  Gly  Thr  Thr  Ile  Arg  Asn  Lys  His  Ser  Asn

    130                 135                 140

Gly  Thr  Ile  His  Asp  Arg  Thr  Ala  Phe  Arg  Gly  Leu  Ile  Ser  Thr  Pro

145                 150                 155                 160

Leu  Gly  Ser  Pro  Pro  Val  Val  Ser  Asn  Ser  Asp  Phe  Leu  Cys  Val  Gly

                165                 170                 175

Trp  Ser  Ser  Thr  Ser  Cys  His  Asp  Gly  Ile  Gly  Arg  Met  Thr  Ile  Cys

            180                 185                 190

Val  Gln  Gly  Asn  Asn  Asn  Asn  Ala  Thr  Ala  Thr  Val  Tyr  Tyr  Asp  Arg

        195                 200                 205

Arg  Leu  Thr  Thr  Thr  Ile  Lys  Thr  Trp  Ala  Gly  Asn  Ile  Leu  Arg  Thr

    210                 215                 220
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Gln  Glu  Ser  Glu  Cys  Val  Cys  His  Asn  Gly  Thr  Cys  Val  Val  Ile  Met

225                 230                 235                 240

Thr  Asp  Gly  Ser  Ala  Ser  Ser  Gln  Ala  His  Thr  Lys  Val  Leu  Tyr  Phe

                245                 250                 255

His  Lys  Gly  Leu  Val  Ile  Lys  Glu  Glu  Ala  Leu  Lys  Gly  Ser  Ala  Arg

            260                 265                 270

His  Ile  Glu  Glu  Cys  Ser  Cys  Tyr  Gly  His  Asn  Ser  Lys  Val  Thr  Cys

        275                 280                 285

Val  Cys  Arg  Asp  Asn  Trp  Gln  Gly  Ala  Asn  Arg  Pro  Val  Ile  Glu  Ile

    290                 295                 300

Asp  Met  Asn  Ala  Met  Glu  His  Thr  Ser  Gln  Tyr  Leu  Cys  Thr  Gly  Val

305                 310                 315                 320

Leu  Thr  Asp  Thr  Ser  Arg  Pro  Ser  Asp  Lys  Ser  Met  Gly  Asp  Cys  Asn

                325                 330                 335

Asn  Pro  Ile  Thr  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Pro  Gly  Val  Lys  Gly  Phe  Gly

            340                 345                 350

Phe  Leu  Asp  Ser  Asp  Asn  Thr  Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Ile  Ser  Pro  Arg

        355                 360                 365

Ser  Arg  Ser  Gly  Phe  Glu  Met  Leu  Lys  Ile  Pro  Asn  Ala  Gly  Thr  Asp

    370                 375                 380

Pro  Asn  Ser  Arg  Ile  Thr  Glu  Arg  Gln  Glu  Ile  Val  Asp  Asn  Asn  Asn

385                 390                 395                 400

Trp  Ser  Gly  Tyr  Ser  Gly  Ser  Phe  Ile  Asp  Tyr  Trp  Asp  Glu  Ser  Ser

                405                 410                 415

Val  Cys  Tyr  Asn  Pro  Cys  Phe  Tyr  Val  Glu  Leu  Ile  Arg  Gly  Arg  Pro

            420                 425                 430

Glu  Glu  Ala  Lys  Tyr  Val  Trp  Trp  Thr  Ser  Asn  Ser  Leu  Val  Ala  Leu

        435                 440                 445

Cys  Gly  Ser  Pro  Ile  Ser  Val  Gly  Ser  Gly  Ser  Phe  Pro  Asp  Gly  Ala

    450                 455                 460

Gln  Ile  Gln  Tyr  Phe  Ser

465                 470

<210>  96

<211>  477

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：hGH  polyA

<400>  96
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gggtggcatc  cctgtgaccc  ctccccagtg  cctctcctgg  ccctggaagt  tgccactcca  60

gtgcccacca  gccttgtcct  aataaaatta  agttgcatca  ttttgtctga  ctaggtgtcc  120

ttctataata  ttatggggtg  gaggggggtg  gtatggagca  aggggcaagt  tgggaagaca  180

acctgtaggg  cctgcggggt  ctgttgggaa  ccaagctgga  gtgcagtggc  acaatcttgg  240

ctcactgcaa  tctccgcctc  ctgggttcaa  gcgattctcc  tgcctcagcc  tcccgagttg  300

ttgggattcc  aggcatgcat  gaccaggctc  agctaatttt  tgtttttttg  gtagagacgg  360

ggtttcacca  tattggccag  gctggtctcc  aactcctaat  ctcaggtgat  ctacccacct  420

tggcctccca  aattgctggg  attacaggcg  tgaaccactg  ctcccttccc  tgtcctt  477

<210>  97

<211>  49

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：SPA1

<400>  97

aataaaagat  ctttattttc  attagatctg  tgtgttggtt  ttttgtgtg  49

<210>  98

<211>  120

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：SPA2

<400>  98

aataaaatat  ctcagagctc  tagacatctg  tgtgttggtt  ttttgtgtgt  agtaatgagg  60

atctggagat  attgaagtat  cttccggacg  actaacagct  gtcattggcg  gatcttaata  120

<210>  99

<211>  295

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：b‑珠蛋白polyA间隔子B

<400>  99

atctcaagag  tggcagcggt  cttgagtggc  agcggcggta  tacggcagcg  gcatgtaact  60

agctcctcag  tggcagcgat  gaggaggcaa  taaaggaaat  tgattttcat  tgcaatagtg  120

tgttggaatt  ttttgtgtct  ctcaaggttc  tgttaagtaa  ctgaacccaa  tgtcgttagt  180

gacgcttagc  tcttaagagg  tcactgacct  aacaatctca  agagtggcag  cggtcttgag  240

tggcagcggc  ggtatacggc  agcgctatct  aagtagtaac  aagtagcgtg  gggca  295

<210>  100

<211>  512
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<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：b‑珠蛋白polyA间隔子A

<400>  100

acgcgccctg  tagcggcgca  ttaagcgcgg  cgggtgtggt  ggttacgcgc  agcgtgaccg  60

ctacacttgc  cagcgcccta  gcgcccgctc  ctttcgcttt  cttcccttcc  tttctcgcca  120

cgttcgccgg  ctttccccgt  caagctctaa  atcgggggct  ccctttaggg  ttccgattta  180

gtgctttacg  gcacctcgac  cccaaaaaac  ttgattaggg  tgatggttaa  taaaggaaat  240

tgattttcat  tgcaatagtg  tgttggaatt  ttttgtgtct  ctcacacgta  gtgggccatc  300

gccctgatag  acggtttttc  gccctttgac  gttggagtcc  acgttcttcg  atagtggact  360

cttgttccaa  actggaacaa  cactcaaccc  tatctcggtc  tattcttttg  atttataagg  420

gattttgccg  atttcggcct  attggttaaa  aaatgagctg  atttaacaaa  aatttaacgc  480

gaattttaac  aaaatattaa  cgcttagaat  tt  512

<210>  101

<211>  243

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：250  cHS4绝缘子v1

<400>  101

gagctcacgg  ggacagcccc  cccccaaagc  ccccagggat  gtaattacgt  ccctcccccg  60

ctagggggca  gcagcgagcc  gcccggggct  ccgctccggt  ccggcgctcc  ccccgcatcc  120

ccgagccggc  agcgtgcggg  gacagcccgg  gcacggggaa  ggtggcacgg  gatcgctttc  180

ctctgaacgc  ttctcgctgc  tctttgagcc  tgcagacacg  tggggggata  cggggaaaag  240

ctt  243

<210>  102

<211>  243

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：250  cHS4绝缘子v2

<400>  102

gagctcacgg  ggacagcccc  cccccaaagc  ccccagggat  gtaattacgt  ccctcccccg  60

ctagggggca  gcagcgagcc  gcccggggct  ccgctccggt  ccggcgctcc  ccccgcatcc  120

ccgagccggc  agcgtgcggg  gacagcccgg  gcacggggaa  ggtggcacgg  gatcgctttc  180

ctctgaacgc  ttctcgctgc  tctttgagcg  tgcagacacg  tggggggata  cggggaaaag  240

ctt  243

<210>  103
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<211>  650

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：650  cHS4绝缘子

<400>  103

gagctcacgg  ggacagcccc  cccccaaagc  ccccagggat  gtaattacgt  ccctcccccg  60

ctagggggca  gcagcgagcc  gcccggggct  ccgctccggt  ccggcgctcc  ccccgcatcc  120

ccgagccggc  agcgtgcggg  gacagcccgg  gcacggggaa  ggtggcacgg  gatcgctttc  180

ctctgaacgc  ttctcgctgc  tctttgagca  tgcagacaca  tggggggata  cggggaaaaa  240

gctttaggct  ctgcatgttt  gatggtgtat  ggatgcaagc  agaaggggtg  gaagagcttg  300

cctggagaga  tacagctggg  tcagtaggac  tgggacaggc  agctggagaa  ttgccatgta  360

gatgttcata  caatcgtcaa  atcatgaagg  ctggaaaagc  cctccaagat  ccccaagacc  420

aaccccaacc  cacccagcgt  gcccactggc  catgtccctc  agtgccacat  ccccacagtt  480

cttcatcacc  tccagggacg  gtgacccccc  cacctccgtg  ggcagctgtg  ccactgcagc  540

accgctcttt  ggagaagata  aatcttgcta  aatccagccc  gaccctcccc  tggcacaaca  600

taaggccatt  atctctcatc  caactccagg  acggagtcag  tgagaatatt  650

<210>  104

<211>  420

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：400  cHS4绝缘子

<400>  104

gagctcacgg  ggacagcccc  cccccaaagc  ccccagggat  gtaattacgt  ccctcccccg  60

ctagggggca  gcagcgagcc  gcccggggct  ccgctccggt  ccggcgctcc  ccccgcatcc  120

ccgagccggc  agcgtgcggg  gacagcccgg  gcacggggaa  ggtggcacgg  gatcgctttc  180

ctctgaacgc  ttctcgctgc  tctttgagca  tgcagacaca  tggggggata  cggggaaaaa  240

gctttaggct  gaaagagaga  tttagaatga  cagaatcata  gaacggcctg  ggttgcaaag  300

gagcacagtg  ctcatccaga  tccaaccccc  tgctatgtgc  agggtcatca  accagcagcc  360

caggctgccc  agagccacat  ccagcctggc  cttgaatgcc  tgcagggatg  gggcatccac  420

<210>  105

<211>  949

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：650  cHS4绝缘子和b‑珠蛋白polyA间隔子B

<400>  105

gagctcacgg  ggacagcccc  cccccaaagc  ccccagggat  gtaattacgt  ccctcccccg  60
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ctagggggca  gcagcgagcc  gcccggggct  ccgctccggt  ccggcgctcc  ccccgcatcc  120

ccgagccggc  agcgtgcggg  gacagcccgg  gcacggggaa  ggtggcacgg  gatcgctttc  180

ctctgaacgc  ttctcgctgc  tctttgagca  tgcagacaca  tggggggata  cggggaaaaa  240

gctttaggct  ctgcatgttt  gatggtgtat  ggatgcaagc  agaaggggtg  gaagagcttg  300

cctggagaga  tacagctggg  tcagtaggac  tgggacaggc  agctggagaa  ttgccatgta  360

gatgttcata  caatcgtcaa  atcatgaagg  ctggaaaagc  cctccaagat  ccccaagacc  420

aaccccaacc  cacccagcgt  gcccactggc  catgtccctc  agtgccacat  ccccacagtt  480

cttcatcacc  tccagggacg  gtgacccccc  cacctccgtg  ggcagctgtg  ccactgcagc  540

accgctcttt  ggagaagata  aatcttgcta  aatccagccc  gaccctcccc  tggcacaaca  600

taaggccatt  atctctcatc  caactccagg  acggagtcag  tgagaatatt  gcgatgcccc  660

acgctacttg  ttactactta  gatagcgctg  ccgtataccg  ccgctgccac  tcaagaccgc  720

tgccactctt  gagattgtta  ggtcagtgac  ctcttaagag  ctaagcgtca  ctaacgacat  780

tgggttcagt  tacttaacag  aaccttgaga  gacacaaaaa  attccaacac  actattgcaa  840

tgaaaatcaa  tttcctttat  tgcctcctca  tcgctgccac  tgaggagcta  gttacatgcc  900

gctgccgtat  accgccgctg  ccactcaaga  ccgctgccac  tcttgagat  949

<210>  106

<211>  949

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：b‑珠蛋白polyA间隔子B和650  cHS4绝缘子

<400>  106

atctcaagag  tggcagcggt  cttgagtggc  agcggcggta  tacggcagcg  gcatgtaact  60

agctcctcag  tggcagcgat  gaggaggcaa  taaaggaaat  tgattttcat  tgcaatagtg  120

tgttggaatt  ttttgtgtct  ctcaaggttc  tgttaagtaa  ctgaacccaa  tgtcgttagt  180

gacgcttagc  tcttaagagg  tcactgacct  aacaatctca  agagtggcag  cggtcttgag  240

tggcagcggc  ggtatacggc  agcgctatct  aagtagtaac  aagtagcgtg  gggcatcgcg  300

agctcacggg  gacagccccc  ccccaaagcc  cccagggatg  gtcgtacgtc  cctcccccgc  360

tagggggcag  cagcgagccg  cccggggctc  cgctccggtc  cggcgctccc  cccgcatccc  420

cgagccggca  gcgtgcgggg  acagcccggg  cacggggaag  gtggcacggg  atcgctttcc  480

tctgaacgct  tctcgctgct  ctttgagcat  gcagacacat  ggggggatac  ggggaaaaag  540

ctttaggctc  tgcatgtttg  atggtgtatg  gatgcaagca  gaaggggtgg  aagagcttgc  600

ctggagagat  acagctgggt  cagtaggact  gggacaggca  gctggagaat  tgccatgtag  660

atgttcatac  aatcgtcaaa  tcatgaaggc  tggaaaagcc  ctccaagatc  cccaagacca  720

accccaaccc  acccagcgtg  cccactggcc  atgtccctca  gtgccacatc  cccacagttc  780

ttcatcacct  ccagggacgg  tgaccccccc  acctccgtgg  gcagctgtgc  cactgcagca  840

ccgctctttg  gagaagataa  atcttgctaa  atccagcccg  accctcccct  ggcacaacat  900

aaggccatta  tctctcatcc  aactccagga  cggagtcagt  gagaatatt  949

<210>  107
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<211>  15

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(3)

<223>  如果存在，则nnn是GCC

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (10) ..(10)

<223>  n为A或G

<400>  107

nnngccgccn  ccatg  15

<210>  108

<211>  9

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (7) ..(7)

<223>  n为T或U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (9) ..(9)

<223>  如果存在，则n是G

<400>  108

ccaccangn  9

<210>  109

<211>  9

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<220>

<221>  misc_feature
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<222>  (7) ..(7)

<223>  n为T或U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (9) ..(9)

<223>  如果存在，则n是G

<400>  109

ccgccangn  9

<210>  110

<211>  13

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (11) ..(11)

<223>  n为T或U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (13) ..(13)

<223>  如果存在，则n是G

<400>  110

gccgccgcca  ngn  13

<210>  111

<211>  13

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (11) ..(11)

<223>  n为T或U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (13) ..(13)

<223>  如果存在，则n是G

<400>  111
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gccgccacca  ngn  13

<210>  112

<211>  12

<212>  RNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：Kozak序列

<400>  112

gccgccacca  ug  12

<210>  113

<211>  28

<212>  DNA

<213>  小家鼠（Mus  musculus）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(28)

<223>  SIBR（合成抑制性BIC衍生的RNA）

<400>  113

ctggaggctt  gctgaaggct  gtatgctg  28

<210>  114

<211>  45

<212>  DNA

<213>  小家鼠（Mus  musculus）

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(45)

<223>  miR‑155的微RNA侧接序列

<400>  114

caggacacaa  ggcctgttac  tagcactcac  atggaacaaa  tggcc  45

<210>  115

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码茎的合成DNA

<400>  115

gttttggcca  ctgactgac  19

<210>  116

<400>  116
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000

<210>  117

<400>  117

000

<210>  118

<400>  118

000

<210>  119

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VH‑1

<400>  119

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  120

<400>  120

000

<210>  121

<400>  121

000

<210>  122

<211>  107

<212>  PRT
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑1

<400>  122

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  123

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VH‑2

<400>  123

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

序　列　表 67/179 页

167

CN 115485293 A

167



Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  124

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VH‑3

<400>  124

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  125

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VH‑4

<400>  125

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val
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    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  126

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑2

<400>  126

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  127

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑3

<400>  127

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15
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Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  128

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑4

<400>  128

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  129

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑5
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<400>  129

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  130

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：VL‑6

<400>  130

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105

<210>  131

<211>  10

<212>  PRT
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR1  wt

<400>  131

Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His

1               5                   10

<210>  132

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR2  wt

<400>  132

Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  133

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR3  wt

<400>  133

Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  134

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：LCDR1  wt

<400>  134

Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala

1               5                   10

<210>  135

<211>  7

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>
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<223> 合成：LCDR2  wt

<400>  135

Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser

1               5

<210>  136

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：LCDR3  wt

<400>  136

Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr

1               5

<210>  137

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR2  R050X/R059X

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(1)

<223>  X为R或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (10) ..(10)

<223>  X为R或E

<400>  137

Xaa  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Xaa  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  138

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR1  N028X

<220>

<221>  misc_feature
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<222>  (3) ..(3)

<223>  X为N或W

<400>  138

Gly  Phe  Xaa  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His

1               5                   10

<210>  139

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR2  Y052X/N055X/G056X/T058X

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (3) ..(3)

<223>  X为Y、D或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (6) ..(6)

<223>  X为N或A

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (7) ..(7)

<223>  X为G或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (9) ..(9)

<223>  X为T或D

<400>  139

Arg  Ile  Xaa  Pro  Thr  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly

<210>  140

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR3  A106X

<220>

<221>  misc_feature
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<222>  (8) ..(8)

<223>  X为A或E

<400>  140

Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Xaa  Met  Asp  Tyr

1               5                   10

<210>  141

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：HCDR2  R050X/Y052X/N055X/G056X/T058X/R059X

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1) ..(1)

<223>  X为R或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (3) ..(3)

<223>  X为Y、D或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (6) ..(6)

<223>  X为N或A

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (7) ..(7)

<223>  X为G或K

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (9) ..(9)

<223>  X为T或D

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (10) ..(10)

<223>  X为R或E

<400>  141

Xaa  Ile  Xaa  Pro  Thr  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Xaa  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys

1               5                   10                  15

Gly
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<210>  142

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：LCDR1  A032X

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (9) ..(9)

<223>  X为A或D

<400>  142

Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Xaa  Val  Ala

1               5                   10

<210>  143

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：LCDR3  H091X

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (3) ..(3)

<223>  X为H、D或E

<400>  143

Gln  Gln  Xaa  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr

1               5

<210>  144

<211>  18

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  144

Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly  Ser  Thr

1               5                   10                  15

Lys  Gly

<210>  145

<211>  360

<212>  DNA
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VH‑1的合成DNA

<400>  145

gaggtgcagc  tggttgaatc  tggcggagga  ctggttcagc  ctggcggatc  tctgagactg  60

tcttgtgccg  ccagcggctt  caacatcaag  gacacctaca  tccactgggt  ccgacaggcc  120

cctggcaaag  gacttgaatg  ggtcgccaga  atctacccca  ccaacggcta  caccagatac  180

gccgactctg  tgaagggcag  attcaccatc  agcgccgaca  ccagcaagaa  caccgcctat  240

ttgcagatga  acagcctgag  agccgaggac  accgccgtgt  actactgttc  tagatgggga  300

ggcgacggct  tctacgccat  ggattattgg  ggccagggca  ccctggtcac  cgtttcttct  360

<210>  146

<211>  360

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VH‑3的合成DNA

<400>  146

gaggtgcagc  tggttgaatc  tggcggagga  ctggttcagc  ctggcggatc  tctgagactg  60

tcttgtgccg  ccagcggctt  caacatcaag  gacacctaca  tccactgggt  ccgacaggcc  120

cctggcaaag  gacttgagtg  ggtcgccaag  atctacccca  ccaacggcta  caccagatac  180

gccgactctg  tgaagggcag  attcaccatc  agcgccgaca  ccagcaagaa  caccgcctat  240

ttgcagatga  actccctgag  agccgaggac  accgccgtgt  actactgttc  tagatgggga  300

ggcgacggct  tctacgccat  ggattattgg  ggccagggca  ccctggtcac  cgtttcttct  360

<210>  147

<211>  360

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VH‑2的合成DNA

<400>  147

gaggtgcagc  tggttgaatc  tggcggagga  ctggttcagc  ctggcggatc  tctgagactg  60

tcttgtgccg  ccagcggctt  caacatcaag  gacacctata  tccactgggt  ccgacaggcc  120

cctggcaaag  gacttgaatg  ggtcgccaga  atctacccca  ccaacggcta  caccgagtac  180

gccgattctg  tgaagggcag  attcaccatc  agcgccgaca  ccagcaagaa  caccgcctat  240

ttgcagatga  actccttgag  agccgaggac  accgccgtgt  actactgttc  tagatgggga  300

ggcgacggct  tctacgccat  ggattattgg  ggccagggca  ccctggtcac  cgtttcttct  360

<210>  148

<211>  321

<212>  DNA
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VL‑1的合成DNA

<400>  148

gacatccaga  tgacacagtc  cccttcctcc  ctgtctgcct  ccgtgggcga  ccgggtgacc  60

atcacctgta  gagccagcca  ggacgtgaac  acagccgtgg  cttggtatca  gcagaagcct  120

ggcaaggccc  ctaagctgct  gatctacagc  gccagctttc  tgtacagcgg  cgtgcccagc  180

agattcagcg  gctctagaag  cggcaccgac  ttcaccctga  ccataagcag  tctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgtcagcag  cactacacca  cacctccaac  ctttggccag  300

ggcaccaagg  tggaaatcaa  g  321

<210>  149

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VL‑4的合成DNA

<400>  149

gacatccaga  tgacacagtc  cccttcctcc  ctgtctgcct  ccgtgggcga  ccgggtgacc  60

atcacctgta  gagccagcca  ggacgtgaac  accgacgtgg  catggtatca  gcagaagcct  120

ggcaaggccc  ctaagctgct  gatctacagc  gccagctttc  tgtacagcgg  cgtgcccagc  180

agattcagcg  gctctagaag  cggcaccgac  ttcaccctga  ccataagcag  tctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgtcagcag  cactacacca  cacctccaac  ctttggccag  300

ggcaccaagg  tggaaatcaa  g  321

<210>  150

<211>  321

<212>  DNA

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VL‑3的合成DNA

<400>  150

gacatccaga  tgacacagtc  cccttcctcc  ctgtctgcct  ccgtgggcga  ccgggtgacc  60

atcacctgta  gagccagcca  ggacgtgaac  acagccgtgg  cttggtatca  gcagaagcct  120

ggcaaggccc  ctaagctgct  gatctacagc  gccagctttc  tgtacagcgg  cgtgcccagc  180

agattcagcg  gctctagaag  cggcaccgac  ttcaccctga  ccataagcag  tctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgccagcag  gactacacca  cacctccaac  ctttggccag  300

ggcaccaagg  tggaaatcaa  g  321

<210>  151

<211>  321

<212>  DNA
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<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：编码VL‑2的合成DNA

<400>  151

gacatccaga  tgacacagtc  cccttcctcc  ctgtctgcct  ccgtgggcga  ccgggtgacc  60

atcacctgta  gagccagcca  ggacgtgaac  acagccgtgg  cttggtatca  gcagaagcct  120

ggcaaggccc  ctaagctgct  gatctacagc  gccagctttc  tgtacagcgg  cgtgcccagc  180

agattcagcg  gctctagaag  cggcaccgac  ttcaccctga  ccataagcag  tctgcagccc  240

gaggacttcg  ccacctacta  ctgccagcaa  gagtacacca  cacctccaac  ctttggccag  300

ggcaccaagg  tggaaatcaa  g  321

<210>  152

<211>  20

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子

<400>  152

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Gly  Gly  Ser

            20

<210>  153

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑01

<400>  153

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  154

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑25

<400>  154

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  155

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑49

<400>  155

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro
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                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  156

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑73

<400>  156

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80
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Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  157

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑03

<400>  157

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  158

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑04

<400>  158

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  159

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑26

<400>  159

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr
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65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  160

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑27

<400>  160

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  161

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑28

<400>  161

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  162

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑37

<400>  162

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  163

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑41

<400>  163

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln
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            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  164

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑42

<400>  164

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110
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Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  165

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑46

<400>  165

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  166

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑47

<400>  166

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125
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Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  167

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑48

<400>  167

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser
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    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  168

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑52

<400>  168

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140
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Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  169

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑53

<400>  169

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser
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    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  170

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑56

<400>  170

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125
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Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  171

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑57

<400>  171

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  172

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑74

<400>  172

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110
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Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  173

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑75

<400>  173

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu
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        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  174

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑76

<400>  174

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125
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Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  175

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑81

<400>  175

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys
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    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  176

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑85

<400>  176

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140
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Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  177

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑89

<400>  177

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg
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145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  178

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑91

<400>  178

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160
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Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  179

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑02

<400>  179

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser
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                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  180

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑05

<400>  180

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160
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Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  181

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑07

<400>  181

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser
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145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  182

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑08

<400>  182

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

序　列　表 108/179 页

208

CN 115485293 A

208



Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  183

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑09

<400>  183

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly
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    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  184

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑10

<400>  184

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125
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Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  185

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑11

<400>  185

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  186

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑12

<400>  186

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110
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Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  187

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑13

<400>  187

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln
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            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  188

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑14

<400>  188

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  189

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑15

<400>  189

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

序　列　表 115/179 页

215

CN 115485293 A

215



                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  190

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑16

<400>  190

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  191

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑17

<400>  191

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr
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65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  192

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑18

<400>  192

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60
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Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  193

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑20

<400>  193

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val
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    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  194

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑21

<400>  194

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45
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Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  195

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑22

<400>  195

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val
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        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  196

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑23

<400>  196

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30
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Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  197

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑29

<400>  197

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr
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            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  198

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑30

<400>  198

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30
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Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  199

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑31

<400>  199

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val
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        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  200

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑32

<400>  200

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45
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Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  201

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑33

<400>  201

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val
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    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  202

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑34

<400>  202

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60
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Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  203

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑35

<400>  203

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr
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65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  204

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑36

<400>  204

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80
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Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  205

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑38

<400>  205

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys
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                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  206

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑39

<400>  206

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95
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Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  207

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑40

<400>  207

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln
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            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  208

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑43

<400>  208

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110
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Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  209

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑44

<400>  209

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  210

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑45

<400>  210

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125
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Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser

    130                 135                 140

Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala

145                 150                 155                 160

Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

                165                 170                 175

Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly

            180                 185                 190

Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

        195                 200                 205

Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

    210                 215                 220

Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

225                 230                 235                 240

Ile  Lys

<210>  211

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑50

<400>  211

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser
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    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  212

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑51

<400>  212

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125
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Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  213

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑54

<400>  213

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  214

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑60

<400>  214

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110
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Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  215

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑61

<400>  215

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser
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            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  216

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑63

<400>  216

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95
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Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  217

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑64

<400>  217

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro
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                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  218

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑65

<400>  218

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

序　列　表 144/179 页

244

CN 115485293 A

244



Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  219

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑66

<400>  219

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro
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65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  220

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑67

<400>  220

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60
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Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  221

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑69

<400>  221

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly
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    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  222

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑71

<400>  222

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45
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Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  223

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑72

<400>  223

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile
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        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  224

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑77

<400>  224

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30
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Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  225

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑79

<400>  225

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile
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        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  226

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑80

<400>  226

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45
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Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  227

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑82

<400>  227

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly
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    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  228

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑83

<400>  228

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60
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Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  229

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑84

<400>  229

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro
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65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  230

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑86

<400>  230

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

序　列　表 156/179 页

256

CN 115485293 A

256



Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  231

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑88

<400>  231

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro
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                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  232

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑90

<400>  232

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95
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Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  233

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑93

<400>  233

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser
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            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  234

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑94

<400>  234

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110
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Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  235

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑95

<400>  235

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu
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        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  236

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑96

<400>  236

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125
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Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  237

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑06

<400>  237

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly
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    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  238

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑19

<400>  238

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly

        115                 120                 125

序　列　表 164/179 页

264

CN 115485293 A

264



Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  239

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑24

<400>  239

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr

            20                  25                  30

Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln

            100                 105                 110

Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly
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        115                 120                 125

Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly

    130                 135                 140

Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser

145                 150                 155                 160

Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser

                165                 170                 175

Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys

            180                 185                 190

Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val

        195                 200                 205

Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr

    210                 215                 220

Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln

225                 230                 235                 240

Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile

                245                 250                 255

Lys

<210>  240

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑55

<400>  240

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110
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Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  241

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑58

<400>  241

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser
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            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  242

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑59

<400>  242

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95
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Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  243

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑62

<400>  243

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro
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                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  244

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑68

<400>  244

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80
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Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  245

<211>  257

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑70

<400>  245

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro
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65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

        115                 120                 125

Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser

    130                 135                 140

Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln

                165                 170                 175

Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr  Asn

            180                 185                 190

Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser

        195                 200                 205

Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

    210                 215                 220

Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp  Gly

225                 230                 235                 240

Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser

                245                 250                 255

Ser

<210>  246

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑78

<400>  246

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60
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Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Glu  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Arg  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  247

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑87

<400>  247

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro
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65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  His  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Arg  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  248

<211>  242

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：ScFv  F1‑4‑92

<400>  248

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Asn  Thr  Asp

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Arg  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80
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Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asp  Tyr  Thr  Thr  Pro  Pro

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

            100                 105                 110

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu

        115                 120                 125

Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys

    130                 135                 140

Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asn  Ile  Lys  Asp  Thr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg

145                 150                 155                 160

Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Lys  Ile  Tyr  Pro  Thr

                165                 170                 175

Asn  Gly  Tyr  Thr  Glu  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile

            180                 185                 190

Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ser  Arg  Trp  Gly  Gly  Asp

    210                 215                 220

Gly  Phe  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

225                 230                 235                 240

Ser  Ser

<210>  249

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：连接子  C

<400>  249

Arg  Thr  Gly  Ser  Thr  Ser  Gly  Ser  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Gly  Glu  Gly

1               5                   10                  15

Ser

<210>  250

<211>  22

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<221>  misc_feature

<223>  IgK信号肽

<400>  250
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Met  Asp  Phe  Gln  Val  Gln  Ile  Phe  Ser  Phe  Leu  Leu  Ile  Ser  Ala  Ser

1               5                   10                  15

Val  Ile  Met  Ser  Arg  Gly

            20

<210>  251

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列（Artificial  Sequence）

<220>

<223> 合成：组氨酸标签

<400>  251

Gly  Ser  His  His  His  His  His  His  His  His  His

1               5                   10

<210>  252

<211>  119

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VH‑FR共有1

<400>  252

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Val  Thr  Ser  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Val  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Gly  Val  Ile  Trp  Ser  Gly  Gly  Ser  Thr  Asp  Tyr  Asn  Ala  Ala  Phe  Ile

    50                  55                  60

Ser  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr  Leu

65                  70                  75                  80

Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Ala  Gly  Asp  Tyr  Asn  Tyr  Asp  Gly  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115

<210>  253

<211>  122

<212>  PRT
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<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VH‑FR共有2

<400>  253

Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Ser  Ile  Ser  Arg  Gly  Gly  Gly  Arg  Ile  Tyr  Ser  Pro  Asp  Asn  Leu

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asn  Asp  Ser  Lys  Asn  Thr  Leu  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Leu  Arg  Glu  Gly  Ile  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Tyr  Gly  Phe  Phe  Asp  Val  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  254

<211>  121

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VH‑FR共有3

<400>  254

Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr  Asp  His

            20                  25                  30

Thr  Ile  His  Trp  Met  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Phe

        35                  40                  45

Gly  Tyr  Ile  Tyr  Pro  Arg  Asp  Gly  His  Thr  Arg  Tyr  Ser  Glu  Lys  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Thr  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

                85                  90                  95
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Ala  Arg  Gly  Arg  Asp  Ser  Arg  Glu  Arg  Asn  Gly  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly

            100                 105                 110

Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  255

<211>  106

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VL‑FR共有1

<400>  255

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Val  Ser  Phe  Met

            20                  25                  30

Tyr  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr

        35                  40                  45

Asp  Thr  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser

    50                  55                  60

Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Tyr  Thr  Phe  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu

65                  70                  75                  80

Asp  Ile  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Trp  Ser  Thr  Tyr  Pro  Leu  Thr

                85                  90                  95

Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Val  Lys

            100                 105

<210>  256

<211>  111

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VL‑FR共有2

<400>  256

Glu  Ile  Val  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Ser  Thr  Ser

            20                  25                  30

Thr  Tyr  Asn  Tyr  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro

        35                  40                  45

Arg  Leu  Leu  Ile  Lys  Tyr  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Ile  Pro  Ala
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    50                  55                  60

Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser

65                  70                  75                  80

Arg  Leu  Glu  Ser  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  His  Ser  Trp

                85                  90                  95

Glu  Ile  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Arg  Val  Glu  Ile  Lys

            100                 105                 110

<210>  257

<211>  107

<212>  PRT

<213>  智人（Homo  sapiens）

<220>

<223> 合成：VL‑FR共有3

<400>  257

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Thr  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Gly  Ser  Ala

            20                  25                  30

Val  Val  Trp  His  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Trp  Ala  Ser  Thr  Arg  His  Thr  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Thr  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Glu  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Asp  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Tyr  Ser  Ile  Phe  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Val  Lys

            100                 105

序　列　表 179/179 页

279

CN 115485293 A

279



图1A

图1B

说　明　书　附　图 1/12 页
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图2

说　明　书　附　图 2/12 页

281

CN 115485293 A

281



图3A

说　明　书　附　图 3/12 页
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图3B

说　明　书　附　图 4/12 页
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